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Referat: 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Einsatz der konfokalen 
Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM) für die Beurteilung von humanen Osteo-
blasten auf experimentellen Implantatoberflächen zu prüfen. Die acht Probe-
körper besaßen anodische Konversionsoberflächen, die aus den Elektrolyten 
Zirkoniumsulfat, Phosphorsäure und Kaliumfluorid sowie deren Kombinationen 
hergestellt waren. Als Positivstandard dienten TICER® und Cercon®, als 
Negativstandard commercial pure Titan (CPT/Reintitan). Diese Probekörper 
wurden in Chamber Slides mit einer humanen Osteoblastenkultur inkubiert. Am 
3., 5., 7. und 10. Versuchstag erfolgte die immunhistochemische Darstellung 
von Bone-Sialoprotein (BSP). Anschließend wurden im LSM fluoreszenz-
mikroskopisch 3D-Bildstapel aufgenommen und mit dem 2D-mikroskopischen 
Verfahren verglichen. Es zeigte sich, dass das Bone-Sialoprotein einen Hinweis 
auf aktive Osteoblasten darstellt. Die BSP-exprimierenden Strukturen, die sich 
zu Volumina zusammenfügen, variieren an den verschiedenen Versuchstagen 
und bei den unterschiedlichen Oberflächenstrukturen. Eine deutlich erhöhte 
BSP-Expressionsrate wurde bei den elektrolytisch beschichteten Probekörpern 
aus Zirkoniumsulfat, Kaliumfluorid und Phosphorsäure erfasst. Ein eindeutiger 
Unterschied zwischen der 2D-Mikroskopie und der LSM ergab sich jedoch 
nicht. Die LSM erlaubt aber zusätzlich Aussagen über absorbierte Proteine an 
den Probekörperoberflächen durch eine um 90°-gedrehte Projektion der 
3D-Bildstapel. 
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1. Einleitung und Zielstellung 
Die Implantologie stellt in nahezu jeder Situation eine flexible und schonende 
therapeutische Option bei Zahnverlust dar. Sie hat sich zu einer Therapie-
variante entwickelt, die Kaukomfort und Ästhetik mit optimalen Mitteln 
rekonstruiert und einer funktionellen Restitio ad integrum sehr nahe kommt. 
Implantatgetragener Zahnersatz vermittelt das Gefühl natürlicher Dentition. Der 
Zahnersatz sitzt fest und fügt sich harmonisch in die individuelle 
Zahnumgebung ein. Wegen der langfristigen Erfolgssicherheit bieten sich 
unterschiedliche Therapiemöglichkeiten. In der modernen Zahnheilkunde ist die 
Implantologie ein wichtiger Aspekt bei der Zahnersatzgestaltung. 
Unter zahnärztlicher Implantologie versteht man das Einbringen von allo-
plastischem Material in den humanen Knochen, mit dem Ziel, die Voraus-
setzung für die ästhetische und funktionelle Rehabilitation zu verbessern und 
die physiologischen Involutionsprozesse (Knochenresorption, Funktionsreduk-
tion) zu vermindern. Es entsteht ästhetischer und funktionell hochwertiger 
Zahnersatz in Form von Kronen, Brücken oder Prothesen, welcher durch 
Implantate getragen, gehalten oder gestützt werden kann. 
Dabei müssen die Implantatmaterialien sehr hohen Anforderungen gerecht 
werden, um als solche eingesetzt werden zu können. Eine möglichst optimale 
Gewebeverträglichkeit, Unbedenklichkeit im Hinblick auf Allergien und eine der 
Kaukraft entsprechenden Belastbarkeit sollten ebenso, wie unbedingte Atoxi-
zität und inertes Verhalten gegenüber der körperlichen Abwehr, unabdingbar 
sein. Nicht weniger wichtig sind Langlebigkeit, Entfernbarkeit und schadloses 
Verhalten gegenüber Nachbargeweben. 
Um den Ansprüchen vom zahnärztlichen Behandler und Patient gerecht zu 
werden, ist auch eine schnelle Nutzbarkeit von Implantaten als Zahnersatz sehr 
bedeutsam. Es werden morphologische und chemische Variationen von 
Implantatoberflächen hergestellt. Obwohl hierbei die verschiedenen che-
mischen Oberflächen (Rauigkeit, chemische Zusammensetzung und Morpho-
logie) der Implantate für die Osseointegration von Bedeutung sind, müssen 
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auch die Knochenqualität, Knochenquantität, Knochenoberfläche, die Implantat-
belastung und die Insertionstechnik berücksichtigt werden (Misch, 1990).  
Die Differenzen bei der Einheilung des Implantates und die Unterschiede in 
dem Knochen-Implantat-Interface (BIC) können durch eine Veränderung der 
Implantatoberfläche verursacht werden (Buser et al., 1998). Eine gezielte 
Veränderung der Implantatoberfläche hat somit einen spezifischen Einfluss auf 
die knochenbildenden Vorgänge. Durch Marx (Marx, 1994; Marx et al., 1998) 
konnte auch festgestellt werden, dass die im Wundbereich freigesetzten 
Wachstumsfaktoren (PDGF, FGF2, TGF-ß 1, 2) die Aktivität der Osteoblasten 
steigern.  
Das Interesse der umfangreichen Forschung an Implantatoberflächen liegt 
primär in der Aufklärung des ultrastrukturellen Modus der Kontaktnahme 
zwischen Knochen und Fremdmaterial. Sekundär sollen daraus Möglichkeiten 
abgeleitet werden, die Art oder Kinetik der Kontaktnahme zu verbessern. Dies 
hat zusammen mit der Implantatform Auswirkungen auf die primäre und 
sekundäre Stabilität des Implantates im Knochen.  
Die Stabilität des Implantates ist zeitlich unterschiedlich. Die primäre Stabilität 
beschreibt die intraoperativ erreichte Stabilität des Implantates infolge der 
Knochenqualität, der Knochenquantität und Implantatgeometrie als Grund-
voraussetzung der Osseointegration (Meredith, 1998). 
Die Sekundärstabilität wird bei allen Implantaten durch Hartgewebeanlagerung 
an der Implantatoberfläche in die vorhandenen Rauigkeiten bzw. Makro-
strukturen (Einziehungen) oder das Durchwachsen von Fenestrationen erzielt 
(Koeck et al., 1996). Diese Bildung des neuen Knochens wird durch die 
Implantatoberflächenrauigkeiten modifiziert. Die entstehende Knochenmatrix 
kann sich mit den Retentionen auf der porösen Oberfläche des Implantates 
verzahnen, d. h. die osteogenetischen Zellen siedeln sich direkt auf der Implan-
tatoberfläche an und formieren sich dort aus. Diese Kontaktosteogenese ist der 
günstigste Fall der Osseointegration. Dem gegenüber steht die Distanz-
osteogenese, bei der keine Knochenapposition an der Implantatoberfläche 
stattfindet. Der Kontakt zum Implantat wird mit der extrazellulären Matrix 
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hergestellt, welcher jedoch nicht formschlüssig ist (Davies, 1998). Die Abb. 1 
zeigt diese beiden unterschiedlichen Osseointegrationswege. 
 
Abb. 1: Distanz- (A/B) und Kontaktosteogenese (C/D), (Davies, 1998) 
 
In Abbildung 1 A säumen die Osteoblasten (=Ob) die Oberfläche des ortsstän-
digen Knochens (=Kn), während in Abbildung C die Osteoblasten zunächst von 
der Implantatoberfläche (=I) rekrutiert werden. Die Blutversorgung (=G) dieser 
Zellen (=Ob) erfolgt in A von dem vaskularisierten Granulationsgewebe 
zwischen den Zellen und dem Implantat, in C jedoch von dem Granulations-
gewebe zwischen den Osteoblasten und den vorhandenen Knochen. 
Abbildung B resultiert aus Abbildung A – Der neue Knochen (= nKn) wird auf 
der Oberfläche des vorhandenen Knochens (=Kn) gebildet. Abbildung D 
resultiert aus Abbildung C. Der neue Knochen wird direkt auf der 
Implantatoberfläche gebildet (de-novo Knochenbildung). In beiden Fällen (A/B, 
C/D) migrieren die Osteoblasten in die Richtung, aus der die Blutversorgung 
erfolgt (Davies, 1998). 
 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die räumliche Verteilung des 
nicht-kollagenen Knochenproteins Bone-Sialoprotein (BSP) als Wachstums-
faktor bei acht möglichen Oberflächen von Implantaten mittels der konfokalen 
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Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM) darzustellen, in der Annahme, dass sich 
Rückschlüsse auf die Untersuchungs- und Darstellungsmethode ergeben und 
sich ein Hinweis auf die zelluläre Konstellation zeigt. Dazu soll durch den 
fluoreszenzmarkierten Antikörper für BSP der Weißwert im Interface, also aus 
der 90°-Projektion, sowie die BSP-Expression im dreidimensionalen Bildstapel 
ermittelt werden. Es gilt zu beurteilen, ob die Untersuchung des Interface mit 
dem LSM durch die Ermittlung der dritten Dimension andere und genauere 
Ergebnisse erzielt, als die Untersuchung mittels einer zweidimensionalen- 
mikroskopischen Untersuchung.  
Bei den acht verwendeten Probekörpern handelt es sich um CPT als Negativ-
standard, TICER® und Cercon® als Positivstandards sowie um sechs 
anodische Konversionsoberflächen, die aus den Elektrolyten Zirkoniumsulfat, 
Phosphorsäure und Kaliumfluorid, sowie deren Kombinationen, hergestellt 
waren, mit dem Grundkörper Titan. Das Zirkoniumdioxid Cercon® ist eine der 
zu vergleichenden Oberflächen, da in der dentalen Implantologie oft Diskus-
sionen über den Erfolg oder Misserfolg bei der Insertion der Zirkoniumdioxid-
implantate herrschen.  
Es ist festzustellen, dass noch immer ein hoher Forschungsbedarf zur Klärung 
von Grundlagenmechanismen bei der Einheilung der Implantate besteht. 
In-vitro Untersuchungen können dazu beitragen, die auf das Implantat 
wirksamen Faktoren genauer zu analysieren. Störende Einflüsse, wie Speichel 
oder Kaudruck, wie sie bei in-vivo Untersuchungen vorkommen können, werden 
minimalisiert bis ausgeschaltet. Ob das Bone-Sialoprotein sich als Marker für 
humane Osteoblasten- und Osteozytenkulturen eignet, wurde durch Wiener 
(2003) untersucht.  
Dieselben hier verwendeten Probekörper wurden auch schon durch Henning 
(Henning, 2011) und Buttchereit (Leipzig, 2012) gebraucht, um diese 
hinsichtlich der Knochenzellproliferation und Expression von BSP, Osteonectin, 
Osteocalcin und Wachstumsfaktor TGF-ß mit dem 2D-Lichtmikroskop zu 
untersuchen. 
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Während der Methodenentwicklung sowie der Untersuchung der Probekörper 
mit dem Laser-Scanning-Mikroskop ergaben sich folgende Fragestellungen:  
 
1. Zeigen die mit dem dreidimensionalen Laser-Scanning-Mikroskop 
detektierten BSP-Mengen Unterschiede zu den mittels zweidimen-
sionaler Fluoreszenzmikroskopie gemessenen Werten? 
 
2. Was lässt sich aus den eventuell vorhandenen unterschiedlichen 
Ergebnissen bei diesen verschiedenen Verfahren schlussfolgern? 
 
3. Kann festgestellt werden, in welchem Bereich der einzelnen zu 
untersuchenden Zellen sich die BSP-Mineralisationsfront befindet? Ist 
die BSP-Expression dabei vor allem intrazellulär oder extrazellulär an 
der Implantatoberfläche eingelagert? 
 
4. Sind Unterschiede in der vertikalen Ausdehnung der BSP-Front auf den 
unterschiedlichen Probekörpern an den verschiedenen Versuchstagen 
auszumachen? 
 
5. Stellen sich Unterschiede oder Gemeinsamkeiten zwischen den 
Implantatoberflächen in Bezug auf die BSP-positiven Strukturen dar? 
 
6. Welche Aussage über die BSP-Expression lässt sich an den 
verschiedenen Versuchstagen darstellen? Es ist zu prüfen, ob Gemein-
samkeiten bzw. Unterschiede festgestellt werden können. 
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2. Literatur 
2.1. Charakteristik des Bone-Sialoproteins (BSP) 
Zu den Geweben, in denen das Bone-Sialoprotein vorkommt, gehören das 
Dentin, der Schmelz und der Alveolarknochen (Abou-Samra et al., 1993). 
Es handelt sich um ein säuerliches, phosphoryliertes, sialinsäurereiches, 
kalziumbindendes Protein, welches aus 19 % Glutamat und 15,4 % Aspartat 
besteht, die zu den sauren Aminosäuren gehören (Wuttke et al., 2001). Der 
hohe Anteil an Sialinsäuren von 12 % ist für die Namensgebung des Proteins 
ausschlaggebend. Das Protein ist glykosyliert und sulfatiert und hat die 
Arg-Gly-Asp (RGD)-Sequenz als Zell-Attachment (Butler, 1989). Diese 
RGD-Sequenz wird von Zelloberflächenrezeptoren, den Integrinen, erkannt und 
gebunden (vgl. Abb. 2). Integrine stellen Glykoproteine dar, welche inter- und 
intrazelluläre Wechselwirkungen kontrollieren. Somit ist es auch möglich, dass 
eine Zelladhäsion der Osteoblasten an Hydroxylapatit erfolgen kann (Oldberg et 
al., 1988). Bei in-vitro Untersuchungen konnte auch eine Stimulierung der 
Hydroxylapatitbildung dargestellt werden (Mansson et al., 1995). 
 
 
Abb. 2: Wechselwirkung des BSP mit Zellen 
Integrin αvβ3 und Arg-Gly-Asp (RGD)-Sequenz spielen eine wichtige Rolle, damit das 
Bone-Sialoprotein mit Endothelzellen, Osteoblasten und Tumorzellen in Wechselwirkung treten 
kann (Uccello et al., 2011). 
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Bone-Sialoprotein hat eine große Bedeutung in der de-novo Knochenbildung 
(Chen et al., 1992). Hieraus resultiert, dass BSP ein spezifischer Marker von 
Osteoblasten ist. 
Das wichtigste Knochenprotein gehört zur Gruppe der nicht-kollagenen 
Proteine, die einen Anteil von 10 % an der organischen Matrix des Knochens 
ausmachen (Abou-Samra et al., 1993). Diese Gruppe an Proteinen im Knochen 
ist am Knochenzellwachstum, an der Differenzierung von Knochenzellen und an 
der Knochenzellaktivität beteiligt. Zusätzlich nimmt es Einfluss auf die 
Knochenmineralisation, auf das Zell-Recruitment und die Zell-Adhäsion. 
Aus mineralisierter Knochenmatrix von Rindern (Fisher et al., 1983), Kaninchen 
(Kinne et al., 1987), Schweinen (Zhang et al., 1990) und aus sich entwickelnden 
humanen Knochen (Fisher et al., 1987) erfolgte die Isolierung des Bone-Sialo-
proteins. Zudem konnte die Aminosäuresequenz des BSP von einer Ratte 
bereits 1988 durch Oldberg et al. (Oldberg et al., 1988) erstellt werden, bevor 
1990 durch Fisher et. al. (Fisher et al., 1990) die des Menschen entschlüsselt 
werden konnte.  
Die humane Sequenz besteht aus ca. 317 Aminosäuren und hat ein Molekular-
gewicht von 33-34 kDa. Nach Abspaltung der Signalsequenz (16 Aminosäuren) 
entspricht die Länge der Polypeptidkette von humanem BSP 301 Aminosäuren.  
In der Polypeptidkette können drei tyrosinreiche Regionen und zwei Bereiche, 
welche besonders reich an Glutaminsäure sind, festgestellt werden (Fisher et 
al., 1990). Dabei ist der C-Terminus des Proteins frei von Glykanen und verant-
wortlich für die teilweise globuläre Struktur des Proteins. Die hochglykolysierten 
Regionen sind auf Grund der Formation der Glykane in ihrer Struktur faden-
ähnlich und vermitteln kalziumbindende Eigenschaften (Oldberg et al., 1988) 
(vgl. Abb. 3). 
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Abb. 3: Molekulare Struktur von BSP (Ganss et al., 1999) 
 
Das Gen (vgl. Abb. 4) des Bone-Sialoproteins ist auf dem langen Arm des 





Figure 8. The human BSP gene structure. A diagram of the exon/intron organization for the human BSP and its promoter is based on pub-
lished studies (Kerr et aI., 1993; Kim et al., 1994). The exons are numbered 1-7, with the translated regions shaded and the sizes indi-
cated below in bold type. The size of the intervening sequence is shown above the introns. The promoter is represented as a 1 .4-kb region
for which the nucleotide sequence has been determined (Kim et al., 1 994).
is contained within exon 1, while exon 2 encodes the 16-
amino-acid signal sequence and the first two amino
acids of the secreted protein. Exon 3, which encodes 15
amino acids, and exon 4, encoding 27 amino acids,
together code for the amino-terminal region of the pro-
tein that is characteristically enriched in aromatic amino
acids. This region of the protein is highly conserved, with
83% of the amino acids being identical and a further 6%
conservative replacements in the human, porcine, and
rat sequences. However, no functional significance has
been assigned to this part of the molecule. Exon 5 and
exon 7 include polyglutamic acid segments which have
been previously reported to be involved in the tight bind-
ing of BSP to hydroxyapatite (Oldberg et al., 1988a) and
are analogous to the polyaspartic acid segment in osteo-
pontin, which also binds strongly to hydroxyapatite.
Exon 7 is also the largest exon, encoding approximately
one-half of the protein, including the RGD cell attach-
ment motif.
Analysis of the 5-flanking sequence of the rat (Li and
Sodek, 1993) and human (Kim et al., 1994) BSP gene pro-
moters has revealed a number of potential recognition
sites for transcription factors and hormone receptors
(Fig. 9). The first - 370 bp of the immediate promoter
sequence is highly conserved between these species and
has been termed the "BSP Box" (Sodek et al., 1994a). Of
particular interest is the presence of a unique inverted
TATA-like sequence (TTTATA), 23 nucleotides from the
transcription initiation site, followed further upstream by
an inverted CCAAT box (ATTGG) (Li and Sodek, 1993; Kim
et al., 1994). Chimeric constructs of the promoter region
that include both of these elements are capable of direct-
ing transcription of a CAT or LUC reporter gene and
appear, therefore, to be required for basal promoter
activity (Li and Sodek, 1993; Kim et al., 1994). That an
inverted TATA box can direct downstream transcription
refutes earlier concepts regarding the importance of the
orientation of the TATA sequence in directing transcrip-
tion of eukaryotic genes (Li et al., 1995).
In addition to the basal elements, the BSP promoter
also contains consensus sites for binding AP-1, CRE,
NFKB, and the homeobox genes ftz and en (Kerr et al.,
1993; Li and Sodek, 1993; Kim et al., 1994). In addition,
potential sites of glucocorticoid regulation have been
identified further upstream, at similar positions in the rat
and human promoters. However, whereas the putative
GRE in the human BSP promoter forms a glucocorticoid
response unit with a RARE-like element, the rat GRE is
associated with an AP-1 site (Kerr et al., 1993; Li and
Sodek, 1993; Kim et al., 1994). In the chicken BSP pro-
moter, the conservation of proximal promoter is not
observed; the inverted TATA is not present, and the
inverted CCAAT box is replaced by SPl sequences (Yang
and Gerstenfeld, 1997).
(7) Gene Regulation
The restricted expression of BSP indicates that transcrip-
tion of the gene is normally inhibited. This inhibition
may be due to nucleosome binding, methylation of
nucleotides, the requirement of a specific transcription
factor to induce transcription, or a combination of these
mechanisms. Attempts to demonstrate nucleosome
binding in the BSP promoter using DNase-I sensitivity
have not revealed differences between cells expressing or
not expressing BSP. Moreover, cell-specific expression is
not clearly evident in transient transfection assays with
various chimeric constructs spanning almost 3 kb of the
BSP promoter (Sodek et al., 1994a). In contrast, a 2.7-kb rat
BSP promoter construct integrated into the genome of
transgenic mice shows strong, but not absolute, specifici-
ty (Chen et al., 1996a), indicating that the tissue-specific
88 Grit Rev Oral Biol Med 10(1)79-98 (1999)Crit Rev Oral Biol Med 10(l):79-98 (1999)
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Abb. 4: Genstruktur von BSP (Ganss et al., 1999) 
 
Multiple Interaktionen mit Kalzium beeinflussen die Proteinkonformation und 
kön en in Prozessen, welche kalziumvermittelt bzw. -abhän ig sind, wichtig 
se n. 
Das Bon -Sialopr t in wi d durc  die meisten Zelltypen de  Knoche s (Osteo-
bla ten, Osteozyten, Osteoklasten), des Knorpels (hypertroph  Chondrozyten) 
(Bianco t al., 1991), der Zeme toblasten (Bosshardt et l., 1998; Chen et l., 
1992; Somerman et al., 1991; Sommer et al., 1996) und von reifen Amelo-
blasten, welche di  Matrix des Zahnschmelz s syntheti i ren (Chen et al., 
1998), exprimiert. In der Knochenmatrix ist das BSP nicht gleichmäßig verteilt. 
Es konnte f st estellt werden, dass die höchsten Konzentr tionen von BSP im 
mineralisierten Knochen in neu gebildeten und in remodellierten Arealen 
Literatur   9 
 
gefunden werden. Es lagert sich an den sogenannten Zementlinien an, wo alter 
Knochen von Osteoklasten resorbiert und die neue Knochenmatrix von Osteo-
zyten synthetisiert wird (Hultenby et al., 1994; Ingram et al., 1993). 
Osteoblasten, die sich in Teilung befinden, synthetisieren kein BSP. Für die 
Neusynthese von BSP sowie den Knochenumbau sind somit nur voll 
entwickelte Osteoblasten befähigt (Bianco et al., 1993).  
Des Weiteren ist eine hohe Affinität des BSP zu Hydroxylapatit nachgewiesen 
worden. Bei in-vivo und in-vitro Untersuchungen konnte festgestellt werden, 
dass BSP vor der Knochenmineralisierung (Arai et al., 1995; Chen et al., 1992; 
Roach, 1994) oder während dieses Vorganges (Cowles et al., 1998; Yao et al., 
1994) nachweisbar ist, da es Kristallisationskeime für biologisches Apatit bildet. 
Die Transkriptionsrate von BSP steigt im Stadium der Mineralisation gleichzeitig 
mit der Kalziumeinlagerung und charakterisiert so das Stadium des reifen 
Osteoblasten (Groll et al., 2005). Extrazellulär ist BSP besonders dort 
lokalisiert, wo eine Mineralisation vonstattengeht (Ganss et al., 1999).  
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2.2. Titan als Grundmaterial 
Reintitan ist derzeit das am häufigsten in der zahnärztlichen Implantologie 
benutzte Material. Dieser Werkstoff wurde umfangreich untersucht und hat sich 
im Hochtechnologiebereich bewährt (Adell et al., 1990; Brånemark et al., 1969). 
Zu den qualitativ optimalen Faktoren, die das Material unabdingbar machen, 
zählen die Biokompatibilität und die mechanische Festigkeit. Das Reintitan ist in 
vier Grades verfügbar, wobei der Eisen- und Sauerstoffanteil (nach DIN 17850 / 
ASTM F67) sowie die Zugfestigkeit je mm2 und Vickershärte mit Höhe des 
Grades zunimmt (vgl. Tab. 1). Ti-6Al-4V charakterisiert dabei eine Titan-
legierung aus Aluminium und Vanadium mit dem Grade 5. Je höher sich der 
Grade darstellt, desto geringer ist die Bruchdehnung, was die geringere Steifig-
keit gegenüber Stahl zeigt. Diese somit höhere Elastizität des Titanimplantates 
ist Voraussetzung für die Anpassung an den Knochen (Wintermantel et al., 
1998).  
Tab. 1: Mechanische Eigenschaften von Titan 
Zusammensetzung von Reintitan nach DIN 17850 / ASTM F67 und Ti-6Al-4V nach DIN 17851 




























Grade 1 0,20 0,08 0,05 0,12 0,01 - - 350 45 120 110 
Grade 2 0,25 0,08 0,05 0,18 0,01 - - 470 35 150 110 
Grade 3 0,30 0,10 0,05 0,25 0,01 - - 560 25 170 110 
Grade 4 0,35 0,10 0,05 0,35 0,01 - - 640 25 200 110 
Ti-6Al-4V <0,25 <0,08 <0,05 <0,13 <0,01-2 5,5-6,5 3,5-4,5 800-1000 10 320 95 
 
Bei Reaktion der Titanoberfläche mit dem Sauerstoff der Umgebung, z. B. im 
Wasser oder in elektrolytischer Lösung, bildet sich in Nanosekunden eine Oxid-
schicht. Nach einer Minute hat diese Oxidschicht bereits eine Dicke von 10 nm 
(Graf et al., 2004). Das entstandene Titandioxid ist chemisch stabil, weist eine 
geringe Anzahl von geladenen Teilchen auf, ist in fast allen Medien sehr gering 
löslich und zeigt keine Zytotoxizitäten und Gentoxizitäten. Eine Folge der guten 
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Reaktionsfähigkeit der Titanoxidschicht ist die hohe Biokompatibilität. Wenn die 
Titanoxidoberfläche mit Blut in Berührung kommt, bilden sich titanphosphat- 
und kalziumhaltige Hydroxylgruppen, es entsteht also Kalziumphosphatapatit 
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Der Titandioxidfilm wird vielfach modifiziert, wenn man ihn
einem Medium wie beispielsweise Blut aussetzt. Diese
Änderungen betreffen die Dicke der Titandioxidschicht, ihre
Mikrostruktur und biochemischen Eigenschaften.
Dass die Titandioxid-Körperflüssigkeits-Grenzschicht von
größter Bedeutung für den Einsatz von Titan in der
Implantologie ist, wurde indessen vielfach dokumentiert. 3
Biochemische Eigenschaften des Titandioxidfilms
Grundsätzlich kann man folgende Prozesse an der Titandi-
oxid-Körperflüssigkeits-Grenzschicht erwarten: 2
! die Hydration des Titandioxidfilms
! die Adsorption der Kalzium- und Phosphat-Ionen
! die Interaktion mit kleinen Biomolekülen
! und die Anlagerung der Osteoblasten.
Die Hydration des Titandioxidfilms
Wasser aus Körperflüssigkeiten wird an der Titandioxid-
schicht adsorbiert, chemisch an die Titan-Kationen und als
physikalisch schwächere Bindung an die Sauerstoff-Anio-
nen gebunden. Dieser kombinierte Vorgang wird als Hydra-
tion bezeichnet. Die Menge der adsorbierten Wasser-
moleküle beträgt 2-3 Wassermoleküle pro nm2.
Die Adsorption der Kalzium- und Phosphat-Ionen
Nach der Hydration der Titandioxidoberfläche kommt es
zur Adsorption der in großer Zahl vorhandenen anorgani-
schen Kalzium- und Phosphat-Ionen aus dem Blut. Der
Titandioxidfilm hat die vorteilhafte Eigenschaft, die beiden
wichtigsten Knochenbausteine, Kalzium und Phosphat,
gleichermaßen zu binden. Diese Schicht aus Kalzium- und
Phosphat-Ionen bildet eine exzellente Grundlage für die
Bildung neuen Knochens durch die Osteoblasten. Da Phos-
phat-Ionen negativ geladen sind, verdrängen sie die an der
Titandioxidoberfläche gebundene OH-Gruppe und lagern
sich an deren Stelle an.
Die Interaktion mit kleinen Biomolekülen
Ebenfalls von Interesse sind diejenigen Oberflächenprozesse,
die zur Adsorption organischer Moleküle führen, wie zum
Beispiel den Proteinen, Lipiden, Lipoproteinen und Pepti-
den. Dieser Prozess ist von größter Wichtigkeit für die
Osseointegration von Titanimplantaten, denn die knochen-
bildenden Zellen lagern sich oberhalb dieser Schicht in vivo
an den Implantaten an. Diese Bindung erfolgt bei negativ
geladenen Proteinen über deren positiv geladene Gruppen
(z.B. -NH3+) oder über die Bindung negativ geladener
Gruppen (z.B. COO-) an Ca++ Brücken bzw. durch eine
direkte Anlagerung an die Titandioxid-Kationen, indem die
Hydroxyl-Gruppen ersetzt werden.
Die Anlagerung der Osteoblasten
Die aus dem ortständigen Knochen entlang des temporären
Fibrinnetzwerks einwandernden Osteoblasten haften sich
oberhalb der Schicht aus Kalzium- und Phosphat-Ionen






Titan Oxidschicht Adsorbierte Kalzium-
und Phosphationen
Abb. 1c
Titan Oxidschicht Adsorbierte Biomoleküle
Abb. 1d
Titan Oxidschicht Adsorbierte Kalzium- und Phosphationen,
Biomoleküle, Fibrinnetzwerk und Osteoblasten  
Abb. 5: Anlagerung der Osteoblasten an die Implantatoberfläche (Stock et al., 2003) 
 
Die Interaktion mit den Biomolekülen im Organismus ist für die Osseo-
integration der Implantate von großer Bedeutung. Somit haben die Osteo-
blasten die Möglichkeit, sich an der Implantatoberfläche anzuheften (Gehrke, 
2008; Stock et al., 2003). Abbildung 5 zeigt grafisch die Anlagerung der 
Osteoblasten an die Titanimplantatoberfläche mit Ausbildung der Kalziumphos-
phatkomplexe über Bindungsstellen der an die Implantatoberfläche angela-
gerten Proteine. Darausfolgend können sich zu einem späteren Zeitpunkt 
Kollagenfasern in diesen Komplex einlagern. Bei glatten Implantatoberflächen 
sind die angelagerten Biomoleküle flach und bei strukturierten Oberflächen als 
Netzwerk aufgebaut (Davies, 1998). 
Woodman et al. konnten 1984 in einem in-vivo Versuch feststellen, dass in 
einem Interface-Abstand von 600 µm die Titankonzentration abnimmt 
(Woodman et al., 1984). 
Auf Grund der freigesetzten Titanpartikel können die mesenchymalen Stamm-
zellen in ihrer Differenzierung gehemmt werden. Die Apoptoseinduktion wird in 
Abhängigkeit von der Dosis und Dauer der Einwirkung der Tumorsuppres-
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sorgene p53 und p73 auf die Zellen hervorgerufen. Ebenso wird durch den 
direkten Kontakt der humanen Zellen mit CPT die BSP-Expression reduziert, 
die extrazelluläre Mineralisation gehemmt und die Zell- und Proliferationsrate 
der Osteoklasten vermindert (Wang et al., 2003). 
Neben den implantatmedizinisch, biologisch positiven Eigenschaften des Titans 
treten jedoch ungewollte Effekte auf. So ist die graue Farbe des Titanimplan-
tates als problematisch zu bewerten. Dünnes periimplantäres Weichgewebe in 
ästhetisch relevanten Regionen kann zu unschönen Beeinträchtigungen führen, 
indem die graue Farbe sichtbar wird (Heydecke et al., 1999; Tan et al., 2004; 
Wohlwend et al., 1996). Weil auch immer häufiger allergische Reaktionen 
gegenüber Metallen auftreten und somit zu einer kritischen Haltung zu Titan 
führen, ist bei Patienten und bei Zahnmedizinern die Nachfrage nach 
zahnfarbenen Implantatmaterialien existent (Meyer, 2002). 
Eine Übersicht und Zusammenfassung über die physikalischen und che-
mischen Eigenschaften von reinem Titan zeigt die nachfolgende Tabelle 2. 
 




Ordnungszahl im Periodensystem  22  
Atommasse  47,867 u 
Dichte  4,505 g/cm³  
Zugfestigkeit  350 MPa  
Elastizitätsmodul  108 N/mm2 *103 
Schmelzpunkt  1670°C  
Siedepunkt  3287°C  
elektrischer Widerstand  0,47 Ω*mm2/m  
Bruchdehnung  24-30 % 
Wärmeleitfähigkeit  22 W/(m*K) 
Härte nach Vickers  80-120  
Wärmeausdehnungskoeffizient  8,6 * 10-6 1/K 
 
Literatur   13 
 
2.3. Zirkoniumdioxid 
Obwohl sich Titan als zuverlässiger Werkstoff in der Implantologie bewährt hat, 
ist der Wunsch bei Zahnmedizinern und dessen Patient nach anderen bio-
kompatiblen Werkstoffen vorhanden. 
Zirkoniumdioxid (ZrO2) hat sich als inertes, biokompatibles, anorganisches, 
nicht-metallisches und nicht-resorbierbares Material erwiesen (Piconi et al., 
1999). Es wurde erstmals 1789 vom deutschen Chemiker Klaproth durch 
Erhitzen von Zirkoniumsteinen hergestellt. Der Hauptrohstoff zur Gewinnung 
von Zirkoniumdioxid ist das Mineral Zirkon. 
Zirkoniumdioxid kann in drei unterschiedlichen Formen existieren. Bei Raum-
temperatur liegt es in der monoklinen Phase vor, wobei die Dichte 5,8 g/cm3 
beträgt. Diese Phase ist bis 1170°C stabil. Steigt die Temperatur weiter, geht 
diese Phase in die tetragonale Phase über. Die Dichte erhöht sich nun auf 
6,1 g/cm3, was eine Volumenabnahme um 3-4 % bedeutet. Ab 2370°C liegt die 
kubische Phase vor. Durch die Volumenzunahme bei dem Übergang von der 
tetragonalen Phase (höhere Temperatur) in die monokline Phase (niedrigere 
Temperatur) kommt es bei reinem Zirkoniumdioxid zu Rissen, was erklärt, dass 
bei Temperaturabnahme das Material zerstört wird (Garvie et al., 1975; Piconi 
et al., 1999). Bei Zugabe von metallischen Oxiden, wie Magnesiumoxid (MgO), 
Yttriumoxid (Y2O3) oder Kalziumoxid (CaO), lässt sich das Zirkoniumdioxid, 
durch Bildung von Mischkristallen in der tetragonalen Struktur stabilisieren 
(Chevalier, 2006; Piconi et al., 1999). 
Auf Grund dieser Polymorphie ist Zirkon in der Lage, entstandene Risse in ihrer 
Ausbreitung zu verhindern (vgl. Abb. 6). Die Energie, die durch die Mikrorisse 
frei wird, wird abgelenkt und adsorbiert. Es werden Druckspannungen durch die 
Volumenzunahme aufgebaut, die der Ausbreitung des Risses entgegenwirken. 
Daraus folgt für die Keramik eine sehr hohe Zug-, Biege- und Rissfestigkeit 
(Garvie et al., 1975). 
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Abb. 6: Phasenumwandlung innerhalb der Keramik bei Spannungsaufbau (alkomdigital-S.à.r.l, 
2002) 
 
Zirkonumdioxid als Metallersatz weist optimale physikalische Eigenschaften auf: 
Eine hohe Biegefestigkeit (900-1200 MPa), eine Härte von 1200 Vickers und 
einen hohen Weibull-Modul von 10 bis 12, welcher das Streuverhalten der 
Festigkeit durch den Vierpunktbiegeversuch charakterisiert. Je höher der Faktor 
des Weibull-Moduls ist, umso homogener ist der untersuchte Werkstoff. Des 
Weiteren konnte bei Zirkoniumdioxid experimentell ein geringes 
Korrosionspotential dokumentiert werden (Marx, 1993; Piconi et al., 1998; 
Stevens, 1986). Durch den Zusatz verschiedener Metalloxide zu Zirkon 
(Yttriumoxid, Kalziumoxid oder Magnesiumoxid) werden unterschiedliche 
Anwendungsbereiche abgedeckt. Für die Zahnmedizin ist das Yttriumoxid 
[Y-TZP (yttrium stabilized tetragonal zirconia polycrystals)] von Bedeutung, da 
hier das dichteste, feinkörnigste und mechanisch hochwertigste Gefüge 
entsteht. Bei in-vivo Versuchen wurden sehr gute Gewebeverträglichkeiten 
festgestellt (Ichikawa et al., 1992). Y-TZP gilt sowohl für Osseointegrations-
vorgänge als sehr sensibel, sowie auch für die Knochenneubildung an 
aufgerauten Oberflächenstrukturen (Dubruille et al., 1999; Gahlert et al., 2007; 
Hoffmann et al., 2008). 
Bei dem Werkstoff Zirkoniumdioxid liegt eine hydrophobe Oberfläche mit hydro-
phoben Wechselwirkungen vor. Durch diese Wechselwirkungen konnte von 
Rezwan et al. (2005) eine hohe Absorption von negativ geladenem 
Serumalbumin und positiv geladenem Lysozym an die Zirkoniumdioxidober-
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fläche beschrieben werden. Die absorbierten Proteine ändern die elektrischen 
Potentiale der Oxidoberfläche. Bei Titan ist die Proteinabsorption vor allem von 
den elektrostatischen Kräften abhängig. 
Wie in Untersuchungen von Ferraris et al. (2000) bestätigt, sind keine toxischen 
Effekte zu erwarten, wenn Zirkoniumdioxid mit Knochen oder Weichgewebe in 
Kontakt kommt. Des Weiteren ist eine deutlich reduzierte Anhaftung von Plaque 
auf der Oberfläche von Zirkoniumdioxid, gegenüber Titan (vgl. Abb. 7 und 
Abb. 8), bei vergleichbaren Oberflächenrauigkeitswerten, festgestellt worden. 
Das Maß der Plaqueanhaftung ist also unter anderem von der Oberflächen-
rauigkeit abhängig (Quirynen et al., 1996; Rimondini et al., 2002). 
 
 
Abb. 7: Bakterienanhaftung an Titan (Gehrke, 2008) 
 
 
Abb. 8: Bakterienanhaftung an Zirkoniumdioxid (Gehrke, 2008) 
30µm 
1 µm 
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2.4. Anodische Konversionsoberflächen 
Krysmann beschrieb 1982 ein grundlegendes Verfahren, um eine elektro-
chemisch konditionierte Implantatoberfläche herzustellen. Das Verfahren wurde 
von ihm als „Anodische Oxidation unter Funkenentladung“ (ANOF®) formuliert 
(Krysmann, 1982). 
Bei diesem Verfahren wird dem Implantatgrundkörper aus Titan unter Plasma-
bedingungen eine Oxidschicht erschmolzen (Graf et al., 1986). Das zu be-
schichtende Implantat wird bei dem elektrolytischen Vorgehen als Anode und 
die Titanelektrode als Kathode angesehen. Als elektrolytischer Leiter wird eine 
Kalziumdihydrogenphosphatlösung verwendet. Beim Anlegen einer Spannung 
entsteht zunächst eine Sperrschicht auf der Implantatoberfläche. Wird die 
Spannung erhöht, bildet sich ein Gasfilm auf der Metalloxidoberfläche aus und 
dann die Oxidschicht auf der Seite der Anode. Bei weiterem Spannungsanstieg 
entwickelt sich an energetisch günstigen Stellen ein Entladungskanal, welcher 
als Richtungsweisung für die Funkenentladung gilt. Durch die steigende 
Spannung wird auf der Implantatoberfläche ein Funkenschlag induziert. Somit 
werden die Rauigkeiten auf der Oberfläche des Grundmaterials und in der 
Oxidschicht hervorgerufen (Graf, 1997). Durch den Funkenschlag wird die 
Implantatoberfläche aufgeschmolzen, oxidiert und es werden 40 % Kalzium-
phosphate an der Grenzfläche eingelagert. Die komplette Implantatoberfläche 
wird mit dem Strukturoxid überzogen, indem die energetisch günstigeren 
Nachbarbereiche der Funkenentladung ebenfalls aktiviert werden (Graf et al., 
2004). Die mikrostrukturierte Titanoxid-Kalziumphosphat-Oberfläche hat eine 
Dicke von 20-30 µm (Graf et al., 2001). 
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2.4.1. TICER® 
Die zuvor beschriebene Technologie der ANOF® wurde durch Graf et al. 
verwendet, um enossale Implantate zu beschichten. Diese Oberflächen wurden 
seit 1985 unter der Bezeichnung ELCER® (Elektrolyt-Ceramic) auf das 
Implantatsystem der Firma MLE Medizintechnik Suhl und in der Weiter-
entwicklung als TICER® (Titan-Ceramic) auf das ZL-Duraplant® Implantat-
system angewendet.  
2004 haben Graf et al. die Implantatoberflächen aus ELCER®, TICER® und 
TiUnite® rasterelektronenmikroskopisch und rasterelektronenstrahl-mikroana-
lytisch untersucht. Sie konnten eine Ähnlichkeit in der Oberflächenstruk-
turierung feststellen. Der Unterschied besteht in der Zusammensetzung der 
Elemente der Oberfläche. Die TICER®-Oberfläche enthält neben Titan, Sauer-
stoff und Phosphor auch Kalzium. Bei der TiUnite®-Oberfläche konnte kein 
Kalzium festgestellt werden (Graf et al., 2004).  
Die TICER®-Oberfläche zeigt eine im Mikrometerbereich liegende Topographie 
und Struktur, wobei das eingeschmolzene Oxid sowie die miteinander verbun-
dene schwammige Oberflächenstruktur erkennbar sind (vgl. Abb. 9).  
 
 
Abb. 9: REM-Aufnahme der Implantatoberfläche TICER® (Graf et al., 2008) 
 
Durch die Elektrolyse mit einem Kalziumdihydrogenphosphat-Elektrolyt der 
Titanoberfläche entsteht eine bis 10 µm dicke poröse Oberflächenschicht mit 
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einem Porendurchmesser von 1-5 µm. Diese Oberflächenstruktur, mit einem 
hohen Anteil an Kalzium und Phosphat, ist für die Anlagerung von Wachstums-
faktoren oder Knochenproteinen von Bedeutung. Während der anodischen 
Funkenentladung der Titanoberfläche bildet sich eine Titanoxidschicht, die bei 
Spannungserhöhung noch vergrößert und modifiziert werden kann. Die Oxid-
schicht ist für den hohen Korrosionswiderstand der anodisch-oxidierten Ober-
fläche entscheidend.  
Diese Art der Oberflächenerzeugung und -zusammensetzung des Titan ist be-
züglich des Abreibungswiderstandes, Korrosionswiderstandes und der biokom-
patiblen Zusammensetzung der Implantatoberflächenstrukturen von hohem 
Interesse (Schreckenbach et al., 1999). 
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2.4.2. TiUnite® 
Die TiUnite®-Oberfläche wurde im Jahr 2000 durch die Firma Nobel Biocare® 
(Schweden) in den Markt eingeführt, welche eigentlich Hersteller der glatten 
Branemark®-Implantate waren. Die Herstellungsweise wurde ebenfalls als 
„Anodische Oxidation“ bezeichnet (Hall et al., 2000). Dabei wird durch die 
Anodisierung bei der Funkenentladung, diese Implantatoberfläche aus Titanoxid 
hergestellt, welche sich porös und mäßig rau mit einer Ra von ~1,3 µm darstellt 
(Kurze et al., 1984; Neupert et al., 1986). TiUnite® weist eine Mikrostruktur 
ohne scharfe Kanten auf (Abb. 10). 
 
  
Abb. 10: REM-Aufnahme der Oberfläche TiUnite® (Graf et al., 2009) 
 
Die Oberfläche zeichnet sich durch gleichmäßig verteilte, offene Poren im 
niedrigen Mikrometerbereich aus, ist mit Phosphat angereichert und hoch 
kristallin Auf Grund der nicht-maschinierten Oberfläche ist ein rasches 
Knochenwachstum festzustellen, welches somit die Osseointegration des Titan-
implantates beschleunigt (Albrektsson et al., 2000; Gottlow et al., 2000) und mit 
einer höheren Geschwindigkeit verläuft als bei maschinenbearbeiteten Ober-
flächen. Eine bessere Vorhersagbarkeit in der Osseointegration der Implantate  
ist damit möglich (Glauser et al., 2003).  
Durch Xiropaidis et al. (2005) wurde nachgewiesen, dass die osseokonduktiven 
Eigenschaften von TiUnite® denen von Kalziumphosphat-Implantatoberflächen 
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entsprechen. Der Vorteil der TiUnite®-Oberfläche liegt in dem signifikant 
geringeren periimplantären Knochenverlust, wie es durch Watzak et al. (2006) 
aufgezeigt wurde. 2001 konnte durch Glauser et al. (Glauser et al., 2001) nach-
gewiesen werden, dass bei TiUnite® auch während der kritischen Einheilphase 
die mechanische Stabilität auf einem hohen Niveau bleibt. Diese Oberfläche 
wurde aber außerdem noch 2007 von Schupbach (Schupbach et al., 2007) als 
Material beschrieben, welches das Anwachsen von Weichgewebe an die 
Implantatoberfläche ermöglicht. Es weist funktionelle und strukturelle Ähnlich-
keiten mit der Gingiva um natürliche humane Zähne auf. 
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3. Material und Methode 
3.1. Material 
3.1.1. Gewebeherkunft 
Nach Genehmigung der Ethikkommission der Universität Leipzig und vorheriger 
schriftlicher Einverständniserklärung des Spenders, wurde nach Desinfektion 
des Mundes im Rahmen eines oralchirurgischen Eingriffes in der Klinik und 
Poliklinik für Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie der Universität 
Leipzig abgefallenes Knochengewebe aus dem Unterkiefer des Patienten zur 
Anzüchtung von Primärkulturen aufbewahrt und in sterile phosphatgepufferte 
Kochsalzlösung (PBS) mit Antibiotika gegeben. 




• Paraformaldehyd Merck 
• Rinderserumalbumin, Fraktion 5 (BSA) SIGMA 
• Kollagenase-Typ IV, Konzentration: 166 U/mg Biochrom AG 
• Ethanol absolut J.T. Baker 
• Trypsin 0,5 % in PBS, mit EDTA 
PromoCell 
bioscience alive • Penicillin / Streptomycin / Fungizone 
(10.000 lU/ml, 250 µm/ml Fungizone) 




• Ziegen-Normalserum DAKO 
CORPORATION • Fluoreszent Mounting Medium 
• 4,6-Diamidino-2-phenylindol, 2HCl p.A. (DAPI) 
SERVA 
Feinbiochemica 
GmbH & Co. KG 





• Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS)  




- Dinatriumhydrogenphosphat-2-hydrat  
  p.a. 1,463 g 
- Kaliumdihydrogenphosphat p.a  0,245 g 
- Natriumchlorid DAB 10  8,0 g 





• Osteoblast Growth Medium 
PromoCell 
bioscience alive - Supplement Mix/Osteoblast Growth Medium 







(monoklonal) der Maus 
Immundiagnostik AG 
• Sekundärantikörper 








• Sicherheitswerkbank Herasafe Kendro Laboratory Products 
• Brutschrank Thermo Forma Thermo Electron Corporation 
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• Zentrifuge Eppendorf 5702 Eppendorf-Netheler-Hinz 
• Analysenwaage Kern 410 Kern & Sohn 
• Neubauer Zählkammer Feinoptik – Bad Blankenburg 
• Schüttler VIPRAMAX 100 Heidolph 
• Vortex-Mixer Stuart 
• Kühlschrank + Tiefkühlschrank (-20°C) Liebherr 
• Wasserbad GFL 
• Zellkulturflaschen mit Filter Top 
- kontaminationssicherer Verschluss; 25 cm2 und 
75 cm2 
Greiner bio one 
• Pipettierhilfe Accu-Jet Brandt 
• Eppendorf Research Pipetten  
(0,5 – 10 µl, 10 – 100 µl, 100 – 1000 µl) Eppendorf AG 
• Spritzen für Eppendorfpipetten 
• Serologische Einmalpipetten (1 ml, 5 ml, 10 ml) SARSTEDT 
• Einmalspritzen Omnilix B.Braun Melsungen AG 
• Lab-Tec® II Chamber Slide™ System Nalge Nunc International 
• Eppendorf Reaktionsgefäße (2 ml) Eppendorf AG 
• Deckgläser Menzel Gläser 
• Zentrifugenröhrchen (15 ml) Greiner bio one 
• Skalpell Aesculap 
 
Geräte zur Auswertung 
 
Produkt Hersteller 
• Mikroskop Axiovert 25 C 
Carl Zeiss Jena 
• Software – Laser-Scanning-Mikroskop 5 PASCAL 
• Tabellenkalkulationsprogramm Excel Microsoft 
• ImageJ 1.40g National Institutes of Health 
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3.1.3. Verwendete Probekörper 
Die für den Versuch verwendeten Probekörper haben einen Durchmesser von 
6 mm und eine Dicke von 0,5 mm. 
 
Im Versuch werden acht Probekörper untersucht. Als Grundkörper der 
Probekörper 1 bis 5 und 7 wird Reintitan (CPT) gebraucht, welches mit 
verschiedenen Elektrolyten galvanisiert wurde. Als Probekörper 6 wird Cercon® 
und als Probekörper 8 CPT verwendet. 
 
Probekörper Bezeichnung 
Probekörper 1 ZSE 
Probekörper 2 ZSG 
Probekörper 3 ZSG ½ 
Probekörper 4 ZS 4-0,5 
Probekörper 5 ZS 4-2 
Probekörper 6 Cercon® (Positivstandard) 
Probekörper 7 TICER® (Positivstandard) 
Probekörper 8 CPT – kommerziell maschinen-bearbeitetes Reintitan (Negativstandard) 
 
Die acht verwendeten Probekörper werden im Folgenden charakterisiert. Es 
wird die rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahme der fluoreszenz-
mikroskopischen (LSM) Aufnahme gegenübergestellt. Die Zusammensetzung 
der Elektrolytlösung und die visuelle Beschreibung der Oberfläche werden 
dabei formuliert. 
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3.1.3.1. Probekörper 1 – ZSE 
 







Abb. 12: LSM-Aufnahme der 
Oberfläche von ZSE – leicht 
gedreht; ohne Zellen 
Elektrolyt [c/l] : 1 l 0,124 mol/l Zirconium(IV)-sulfat + 0,3 l 
15 % KF Lsg.-ZSE 
Bemerkungen : hellgraue, dünne homogene Schicht 
3.1.3.2. Probekörper 2 – ZSG  
 




Abb. 14: LSM-Aufnahme der 
Oberfläche von ZSG – leicht 
gedreht; ohne Zellen 
Elektrolyt [c/l] : 
1 l 0,124 mol/l Zirconium(IV)-sulfat + 0,3 l 
15 % KF Lsg.- (ZSE Imp) + 0,015 l konz. 
Phosphorsäure – ZSG  
Bemerkungen : hellgraue Schicht, gute FE  
 20 
µm 
 20 µm 
 20 µm 
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3.1.3.3. Probekörper 3 – ZSG ½  
 





Abb. 16: LSM-Aufnahme der 
Oberfläche von ZSG ½ – leicht 
gedreht; ohne Zellen 
Elektrolyt [c/l] : 
1 l 0,124 mol/l Zirconium(IV)-sulfat + 0,3 l 
15 % KF Lsg.- (ZSE Imp) + 0,015 l konz. 
Phosphorsäure – (ZSG) + Wasser 1:1 – 
ZSG ½  
Bemerkungen : dunkelgraue Schicht  
3.1.3.4. Probekörper 4 – ZS4-0,5  
 










Abb. 18: LSM-Aufnahme der 
Oberfläche von ZS4-0,5 – leicht 
gedreht; ohne Zellen 
Elektrolyt [c/l] : 22 g/l Zirconium(IV)-sulfat 
Bemerkungen : homogene graue Schicht  
 20 µm 
 20 µm 
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3.1.3.5. Probekörper 5 – ZS4-2  
 
Abb. 19: REM-Aufnahme der Oberfläche von ZS4-2  
 
 
Abb. 20: LSM-Aufnahme der 
Oberfläche von ZS4-2 – leicht 
gedreht; ohne Zellen 
Elektrolyt [c/l] : 0,124 mol/l Zirconium(IV)-sulfat – ZS4-2 
Bemerkungen : homogene graue Schicht; starke FE 
3.1.3.6. Probekörper 6 – Cercon® 
 





Abb. 22: LSM-Aufnahme der 
Oberfläche von Cercon® – leicht 
gedreht; ohne Zellen 
 20 
µm 
 20 µm 
 20 µm 
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Bemerkungen : 
• Dichte: 6,05 g/cm3 
• Offene Porosität 0,00 % 
• Mittlere Kristallitgröße: 0,2 - 0,5 µm 
• Kubische Kristalle: <20,0 % 
• Hauptanteil: Tetragonale Kristalle, 
Monokline Kristalle 2,0-3,0 % 
• Chemische Zusammensetzung:  
• > 92,0 % ZrO2 
•      5,0 % Y2O3 
•    <3,0 % restliche Bestandteile 
(Brevier, 2003) 
3.1.3.7. Probekörper 7 – TICER® 
 




Abb. 24: LSM-Aufnahme der 
Oberfläche von Ticer® – leicht 
gedreht; ohne Zellen 
Elektrolyt [c/l] : 40 g Ca(H2PO4)2 
Bemerkungen : graue, glatte Schicht 
 
 20 µm 
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3.1.3.8. Probekörper 8 – CPT 
 
Abb. 25: REM-Aufnahme der Oberfläche von CPT 
 
 
Abb. 26: LSM-Aufnahme der 
Oberfläche von CPT – leicht 
gedreht; ohne Zellen 
Elektrolyt [c/l] : kommerziell reines Titan (CPT) 
Bemerkungen : maschinierte Oberfläche  
 
 20 µm 
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Tab. 3: Übersicht über die Zusammensetzung der Elektrolytlösungen der Probekörper 1 – 5 
und 7 und des Materials der Probekörper 6 und 8 
Probekörper Zusammensetzung der Elektrolyte 




0,3 l 15 % KF 
Lsg. 
  




0,3 l 15 % KF 
Lsg. 
0,015 l konz. 
Phosphorsäure 
 




0,3 l 15 % KF 
Lsg. 
0,015 l konz. 
Phosphorsäure Wasser 1:1 












PK 6 – Cercon® 
>92 % ZrO2 
+ 5,0 % Y2O3 
 
  
PK 7 – TICER® 40 g Ca(H2PO4)2 
   
PK 8 – CPT reines Titan    
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3.2. Methode 
3.2.1. Anzucht der Knochenzellen 
Das Knochengewebe wird mit frischen PBS gespült und in einer sterilen 
Werkbank von Blut gereinigt. Nachdem das PBS abgesaugt wurde, wird das 
Knochenmaterial mit 0,25-prozentiger Kollagenase im Brutschrank bei 37°C, 
5 % CO2-Gehalt und einer Luftfeuchte von 95 % für 30 Minuten inkubiert. 
Danach wird der Überstand abpipettiert und verworfen. Dem Knochenmaterial 
wird nun erneut Kollagenase zugesetzt, um die Knochenzellen aus den 
Knochenstücken herauszulösen. Die Kollagenasemischung wirkt zwei Stunden 
auf das Knochenmaterial ein. Nach Ablauf dieser Zeit wird der Überstand 
erneut abgesaugt, in einem Zentrifugenröhrchen gesammelt und bei 150 G für 
10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird abgesaugt und verworfen, das 
Pellet mit 1 ml Kulturmedium aufgefüllt und resuspendiert, in eine 25 cm³ Kultur-
flasche pipettiert und mit 2 ml frischem Nährmedium aufgefüllt. Die Kultur-
flasche wird für 7 Tage in einem Brutschrank mit 37°C, 95 % Luftfeuchte und 
5 % CO2-Gehalt aufbewahrt. Eine Bewegung der Kulturflasche in dieser Zeit ist 
zu vermeiden, um das Wachstum der Zellen auf dem Flaschenboden zu 
begünstigen (Abb. 27). Danach erfolgt jeden dritten Tag der Austausch des auf 
37°C vortemperierten Kulturmediums, sowie die mikroskopische Kontrolle des 
Zellwachstums. 
 
Abb. 27: Arbeitsfoto der Zellanzucht, 200-fache Vergrößerung, inverses Mikroskop 
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3.2.2. Zellkultivierung 
3.2.2.1. Erste Subkultur 
Die erste Subkultur entsteht, wenn die Primärzellen ein konfluentes Wachstum 
erreichen und den kompletten Boden der Kulturflasche bedeckt haben. Das 
Nährmedium wird abpipettiert und mit kalzium- und magnesiumfreiem PBS 
gespült.  
Um die Zellen vom Boden der Kulturflasche zu lösen, erfolgt die Inkubation mit 
einer Trypsin-PBS-Lösung im Brutschrank bei 37°C für eine Minute. Bis auf 
0,5 ml wird der gesamte Überstand entnommen und die Zellkultur nochmals für 
fünf Minuten im Brutschrank inkubiert. Der Vorgang wird mikroskopisch kon-
trolliert. Durch leichtes Klopfen an dem Boden der Kulturflasche lösen sich die 
Zellen ab. Zum Stoppen der Enzymaktivität wird frisches Nährmedium der 
Kultur zugesetzt und die Zellen vorsichtig gespült. Diese Zellsuspension wird 
wieder abpipettiert, zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und das Pellet mit 
2 ml frischem Medium resuspendiert. Je 1 ml der Zellsuspension wird in 75 cm³ 
fassenden Zellkulturflaschen überführt und mit 14 ml frischem Kulturmedium 
aufgefüllt. Das Medium wird alle drei Tage gewechselt, solange bis die Zellen 
wieder konfluent sind. 
3.2.2.2. Zweite Subkultur 
Für die zweite Subkultur wird der konfluente Zellrasen, wie unter 3.2.2.1. 
beschrieben, von der Zellkulturflasche gelöst. Diese Zellen werden danach 
zentrifugiert und mit einem Nährmedium resuspendiert. Die Suspension wird 
auf sechs weitere Zellkulturflaschen (75 cm3) aufgeteilt und im Brutschrank bis 
zur Konfluenz aufbewahrt. Der Wechsel des Nährmediums erfolgt jeden dritten 
Tag, dabei wird das Zellwachstum regelmäßig mikroskopisch kontrolliert. 
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3.2.3. Versuchsvorbereitung 
Bevor die Probekörper in die Kammern der Chamber Slides eingebracht 
werden können, werden sie mit Propanol gereinigt, mit destilliertem Wasser ge-
spült, an der Luft getrocknet und anschließend bei 134°C autoklaviert. Danach 
konnten in alle acht Kammern des Chamber Slide je ein Probekörper   
(vgl. Abb. 28) eingebracht werden. Es werden insgesamt vier dieser 
Chamber Slides zur weiteren Bearbeitung angelegt. 
 
 
Abb. 28: Chamber Slide mit Probekörpern 
3.2.4. Markierung der Probekörper 
Nach dem 3., 5., 7. und 10. Tag werden jeweils die Chamber Slides mit den 
Prüfkörpern aus dem Brutschrank entnommen und der Überstand abgesaugt. 
Das Zellwachstum wird mit 4-prozentigem Paraformaldehyd beendet. Danach 
kann das Antigen fixiert und für den Antikörper zugänglich gemacht werden. 
Bei allen folgenden Arbeitsschritten wird unter Lichtabschluss gearbeitet. Hier-
nach erfolgt die Inkubation der Zellen mit 10-prozentigem Ziegennormalserum 
mit 2-prozentigem bovinen Serumalbumin (BSA) in PBS für 60 Minuten auf dem 
Schüttler. Nach der Reaktionszeit wird der Überstand abpipettiert und es erfolgt 
die Zugabe des Primärantikörpers für BSP in der Verdünnung von 1:100 in PBS 
mit 2 % BSA für 16 Stunden im Kühlschrank bei 4°C. Bei dem Primärantikörper 
handelt es sich um einen monoklonalen-anti-humanen-BSP-Antikörper. 
Nach dieser Zeit werden die Präparate vier mal 5 Minuten auf dem Schüttler mit 
PBS gespült. Anschließend erfolgt die Inkubation mit dem Sekundärantikörper 
ZAM-Cy3 für 30 Minuten an die Primärantikörper und die erneute dreimalige 
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Spülung mit PBS für je 5 Minuten. Um auch die Zellkerne fluoreszenzoptisch 
sichtbar machen zu können, werden diese mit der DAPI-Färbung markiert. 
Hierzu wird 1 mg DAPI mit 1 ml reinem absolutem Alkohol gelöst und als 
Gebrauchslösung 1:1.000 in PBS verdünnt. Diese Lösung wirkt 1 Minute auf die 
Probekörper lichtgeschützt ein. Im Anschluss werden die Probekörper zweimal 
mit PBS je 5 Minuten und zweimal mit destilliertem Wasser gespült. Die 
Färbung der Objekte mit DAPI wurde aber in der vorliegenden Arbeit nicht 
weiter verfolgt, da es für die Auswertung der unterschiedlichen Oberflächen der 
Probekörper sekundär war. 
Um die fertigen Präparate unter dem Mikroskop untersuchen zu können, 
werden die Kammern der Chamber Slides abgetrennt, auf die einzelnen Probe-
körper ein Tropfen Eindeckmedium pipettiert und mit einem Deckglas ver-
schlossen. Bis zur Auswertung erfolgt die Lagerung der Präparate im Kühl-
schrank, um die Austrocknung des Mediums zu verhindern.  
3.2.5. Untersuchung der Probekörper mit dem Laser-Scanning-Mikroskop 
Die Auswertung der Osteoblastenaktivität und der BSP-Expression auf den 
Probekörpern erfolgt mittels eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops, dem 
LSM 5 PASCAL von der Firma Carl Zeiss.  
Ein aufrechtes Stativ, das Axioskop 2 FS MOT ebenfalls der Firma Carl Zeiss, 
bildet dabei die Basis des ganzen Systems. 
Um die zweidimensionale Objektebene vollständig erfassen zu können, muss 
als erstes das Abrastern des Probekörpers mit dem fokussierten Laserstrahl 
Punkt für Punkt und Linie für Linie erfolgen. Der Laserstrahl wird dazu in 
X/Y-Richtung ausgelenkt und das Scanfeld in 512 x 512 Pixel zerlegt, wodurch 
eine Bilderstellung von 2-3 Bildern pro Sekunde ermöglicht wird. Über einen 
Photomultipler (PMT) erfolgt die pixelweise Detektion der emittierten 
Fluoreszenzstrahlung vom Probenort. Um die Bildinformationen digital dar-
zustellen, wird das elektrische Signal nach dem Photomultipler digitalisiert. Das 
ausgewählte Scanfeld wird punktweise bestrahlt und die Fluoreszenz punkt-
weise gemessen. Wenn der Laserstrahl über den Probekörper bewegt wird, 
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werden die kompletten Informationen über das gesamte Untersuchungsfeld er-
mittelt ( vgl. Abb. 29) (Zeiss, 2002). 
Dem LSM stehen für die mikroskopischen Untersuchungen generell ver-
schiedene Laser zur Verfügung. Für die Untersuchung der leeren Probekörper 
und der mit den humanen Knochenzellen belegten Probekörper wird ein, die 
Fluoreszenzfarbstoffe mit 543 nm anregender Laser verwendet, welcher darauf-
hin Licht über ein Emissionsspektrum von einer Wellenlänge von LP 560 nm 
aussendet.  
Beim konventionellen Lichtmikroskop wird die Objekt-zu-Bild-Information 
parallel für alle Objektpunkte umgewandelt. Ein weiterer Unterschied zum 
konventionellen Lichtmikroskop ist die beim LSM vorhandene konfokale Blende 
(Pinhole), die zur Objektebene parallel in einer Zwischenbildebene angeordnet 
ist. Somit kann durch den Detektor nur Licht detektiert werden, das diese 
Blende überschritten hat. Der Durchmesser der Blende kann sehr klein sein 
(punktförmige Detektion). Alle Bereiche des Objektes, die durch die Blende 
nicht erfasst werden, werden im Bild unsichtbar gemacht, womit eine kontrast-
steigernde und streulichtunterdrückende Wirkung erzielt werden kann (Zeiss, 
2002).  
Mit dem konfokalen LSM kann aus einem Zellverbund eine dünne Gewebe-
schicht dargestellt werden. Dieser optische Schnitt weist in der vorliegenden 
mikroskopischen Untersuchung eine z-Ausdehnung von 0,43 µm auf. Bei einem 
konventionellen Mikroskop ist dies nicht möglich. Hier können Objekte nur 
scharf abgebildet werden, wenn diese nicht dicker sind, also die z-Ausdehnung 
nicht größer ist, als die wellenoptische Schärfentiefe des Objektes. Hierbei 
muss berücksichtigt werden, dass je kleiner die Blende ist, desto schärfer wird 
das Objekt abgebildet. Ist diese Voraussetzung nicht erfüllt, kann das Objekt mit 
dem konventionellen Mikroskop nicht scharf abgebildet werden (Zeiss, 2002).  
Durch die Möglichkeit des optischen Schneidens bei dem LSM kann das Objekt 
nicht nur in einer Ebene klar dargestellt werden, sondern es besteht die 
Möglichkeit einen dreidimensionalen Datensatz zu erzeugen, der im Folgenden 
Stack genannt wird. Dieser ergibt sich durch eine Verschiebung der Fokus-
position in dem Probekörper, weil somit aufeinanderfolgende Schnitte erzeugt 
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werden. Die Verschiebung der Fokusposition entsteht durch die Änderung der 





Das konfokale Laser Scanning Mikroskop
Carl Zeiss · 07740 Jena · E-mail: mikro@zeiss.de · www.zeiss.de/lsm
• Lichtquelle  –  wird in die Probe fokussiert
• Laserleistung: Über Abschwächeinheit (AOTF, AOM, MOTF)
einstellbar, bzw. zusätzlich über Röhrenstrom (Ar)
• Lebensdauer Ar: Umso größer, je geringer der Röhrenstrom
Aber: Mit abnehmendem Röhrenstrom steigt das Laser-
rauschen (8 A = min. Rauschen)
• Stand-By Betrieb: Schonung des Lasers in Pausenzeiten,
nicht zur Bildaufzeichnung geeignet !!
• Laserlinie: Über Linienselektionseinheit (AOTF, MOTF)
auswählbar (in Abhängigkeit von Farbstoff);
je kürzer die Wellenlänge, desto besser die Auflösung
• Applikative Ziele: 1. Präparatschonung (Verringern von
Farbstoffbleichen und Phototoxizität) durch Reduzierung
der Laserleistung; 2. Fluoreszenzsignal maximieren
(höheres SNR) durch z.B. Erhöhen der Pixelzeit
Laser
• Fokussieren der Probe  –  Aufnahme von Schnittstapeln
oder x-z Schnitten
• z-Intervall: Abstand zwischen zwei optischen Schnitten
(Schrittweite des z-Motors minimal 25 nm)
• Optimale Schrittweite des z-Motors: 0,5 x optische Schnitt-
dicke (zum Vergleich: Min. Schnittdicke: ca. 340 nm mit
NA =1,4;  n =1,52;  λ = 488 nm
• Optional: Schneller z-Scanningtisch (HRZ)
                  Schneller Piezoobjektivfokus
z-Motor













• Optische Abbildung – bestimmt Bildqualität
z.B. Auflösung in x, y, z-Richtung
• Numerische Apertur (NA): Legt zusammen mit Wellen-
länge  die Punktbildgröße fest und beeinflußt wesentlich
die minimal erreichbare optische Schnittdicke
• Brechungsindex (n): n Immersionsmedium so gut wie
möglich an nEinbettmedium Probe anpassen




• Fluoreszenz-Strahlengang – über Kombination
von Hauptfarbteiler (HFT),  Nebenfarbteiler (NFT)
und Emissionsfilter (BP = Bandpass, LP = Langpass,
KP = Kurzpass) definierbar (! "Aquire"–"Config")
• HFT: Trennung von Anregung und Emission
• NFT: Spektrale Aufspaltung unterschiedlicher
Fluoreszenzemissionen in verschiedene Detektions-
kanäle (z.B. NFT 545: λ < 545nm ! Reflexion;
λ > 545nm ! Transmission)
• BP, LP, KP: Festlegen des detektierten Fluoreszenz-
Wellenlängenbereiches für den jeweiligen Kanal
(z.B. LP 505: λ ≥ 505nm ! Detektion)
Farbteiler/Filter
• Tiefendiskriminierung  – Ausblendung von außer-
fokalen Objektinformationen (optischer Schnitt)
• Durchmesser: Bestimmt Dicke des optischen Schnitts;
1 Airy (AE) = bester Kompromiss zwischen Tiefen-
diskriminierung und  Wirkungsgrad
• x/y Position: Werkseitig für alle Konfigurationen des
Strahlengangs justiert; manuelle Nachjustage möglich,
! ("Maintain-Pinhole")
Konfokales Pinhole
• Detektor – Pixelweise Detektion der vom jeweiligen
Probenort emittierten / reflektierten Photonen
• Einstellgrößen: "Detektor Gain"= PMT-Hochspannung;
"Amplifier Offset"= Verstärkeroffset;
"Amplifier Gain"= elektronische Nachverstärkung
• Kalibrierung: "Amplifier Offset" auf Bildhintergrund
(objektfreie Stelle), "Detektor Gain" anhand des gescann-
ten Bildes (Objekt); Einstellhilfe ="Range Indikator" !
("Palette"); Ziel: Möglichst wenig untersteuerte Pixel
(blau, Offset) und übersteuerte Pixel (rot, Gain)
• Signalverstärkung: "Detector Gain" voll ausschöpfen,
bevor "Amplifier Gain">1
Photomultiplier (PMT)
Ein konfokales Bild in 3 Schritten
Präparat einstellen
Gewünschte Probenstelle  im konventionellen Auflicht-Fluoreszenz-
modus fokussieren und zentrieren (Okularbeobachtung);
Fluoreszenz-Filtersatz nach verwendetem Farbstoff (z.B. FITC oder Cy3)
via SW (Dialog: "Microscope Control") auswählen;
Objektiv-Vergrößerung an gewünschten Probenausschnitt anpassen
(auf verwendetes Immersionsmedium achten).
Scannen eines Bildes
"Find" Funktion öffnet auf Knopfdruck automatisch ein Bild-
fenster + optimiert die PMT-Einstellung (Anpassung von Detektor Gain
und Amplifier Offset an dynamischen Bereich von 8 bzw. 12 Bit pro Pixel)
+ Scannen eines kompletten Bildes.
Für Bildaufnahmeverfahren wie z.B. das Scannen von Schnittstapeln
und Zeitserien siehe Bedienungsanleitung.
Die Optimierung der Bildqualität
Mehr Signal !
• Längere Pixelzeit durch Verringern der Scangeschwindigkeit
• Average-Methode (Zeilen-"Line", Bilder-"Frame"= automatisches
 Aufsummieren der Intensitätswerte pro Pixel (Sum) oder Mittelung
(Mean) von mehreren Scans
• Höhere Bandbreite des Emissionsfilters (z.B. LP statt BP)
• Vergrößern des Pinhole-Durchmessers; aber: Geringere Tiefendiskriminierung
• Höhere  Anregungsenergie (Laserleistung); aber: Gefahr von Sättigungs-,
Bleich- und phototoxischen Effekten.
Mehr Details !
• Größere  Objektiv-Apertur (NA); es gilt: x/y-Auflösung ~1/NA,
z-Auflösung ~1/NA2
• Höhere Zahl von Pixeln pro Zeile und Zeilen pro Bild (Frame-Size),
z.B. 1024 x 1024 oder 2048 x 2048 (min. 4 x 2)
• Optimieren Scan-Zoom (Z), d.h. Pixelgröße ≤ 0,25 x Durchmesser
Airyscheibchen (z.B. Obj.40 x; NA =1,3;  λ = 488nm => Z = 4,56)
• Höhere Grauwert-Dynamik (Wechsel von 8 auf 12 Bit / Pixel).
Mehr Sicherheit !
• Multitracking-Methode: Hochfrequente Umschaltung der Anregungs-
laserlinien; verhindert das Durchbluten der FL-Signale (Crosstalk);
Konfigurationen müssen vordefiniert werden
• ROI (Region Of Interest)-Funktion: Reduziert bestrahlte Probenfläche
(frei definierbar); simultan mehrere ROIs beliebiger Form möglich;










• Abtasteinheit  –  bewegt fokussierten Laserstrahl zeilenweise
über Objekt
• Scangeschwindigkeit: Legt Aufnahmerate (Bilder/sek) und
Pixelzeit fest und damit Zeit in der Probe beleuchtet wird
• Pixelzeit: Beeinflußt  SNR des Bildes; je länger die Pixelzeit,
desto mehr Photonen/Pixel, desto geringer das Rauschen
im Bild! Aber: Erhöht eventuelles Bleichen der Farbstoffe
• Pixelauflösung: Volle optische Auflösung nur erreichbar,
wenn Pixelgröße korrekt (min. 4 x 4 Pixel (x,y) pro aufzu-
lösende Struktur) ! direkt über Scanzoom einstellbar
• x/y Bildformat: Variabel zwischen 4 x 2 und 2048 x 2048
Pixeln; bei 512 x 512 Pixeln gilt: maximale Bildaufnahmerate
5 Bilder/sek (bidirektionaler Scan       ); unidirektionaler
Scan       : Faktor 2 langsamer
Systemkonfiguration definieren
LSM-Modus aktivieren (über manuellen Tubus-Schieber
oder Button "LSM“) und über Dialog "Configuration Control"
Liste mit vordefinierten Konfigurationen aufrufen, dann mittels "Apply"
Laden einer geeigneten Konfiguration (setzt: Laserlinien, Abschwächung,
Emissionsfilter, Strahlteiler (HFT, NFT), Pinhole-Durchmesser, Detektions-
kanäle, PMT-Einstellungen).
Alternativ: "Reuse" Button = Wiederherstellen einer Konfiguration
über gespeichertes Bild.
We make it visible.
 
1. Laserlichtquelle zum Hauptfarbverteiler 
2. Vom Farbverteiler zum einen zum Objektiv, wo das Licht gebündelt und in die 
Probe fokussiert, zum anderen an den Detektor geleitet wird 
3. Am Emissionsfilter wird der brauchbare Wellenlängenbereich selektiert 
4. Die konfokale Blende (Pinhole) macht das nicht fokussierte Licht unbrauchbar 
Abb. 29: Strahlengang in einem konfokalen Las r-Scanning-Mikroskop (Zeiss, 2002) 
 
Es können nun genaue Informationen über d e vorhand n Zell  auf dem 
Probekörper gewonnen, in unterschiedlichen Ebenen betrachtet und untersucht 
werden. Dieser Stack liefert aber auch Erkenntnisse über die Räumlichkeit der 
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der vertikalen Dimension des Schnittes und vom Abstand der einzelnen 
Schnitte abhängig. Zwischen den einzelnen Bildaufnahmen beträgt die 
Abtastrate 0,43 µm mit einer Bildüberschneidung von 0,02 µm in der z-Ausdeh-
nung. Somit entsteht ein Datensatz an Bildern und Informationen, die mit der 
LSM 5 Pascal Software bearbeitet werden kann. Es können die Daten dann in 
den unterschiedlichen Ebenen X/Y, X/Z oder Y/Z dargestellt werden. Somit ist 
es möglich die 90°-Projektion aus dem 3D-Bildstapel zu erzeugen. 
Mit der LSM 5 Pascal-Software ist es nun möglich, die Steuerung und die 
Konfiguration der Mikroskopfunktion, die Lasermodule und das Scanmodul von 
dem Mikroskop zu übernehmen. Die aufgenommenen Bilder, die 3D-Bildstapel 
(Stack) und die 90°-Projektionen, können gespeichert und später wiederher-
gestellt werden. Mit der Software besteht die Möglichkeit, alle gewonnenen 
Aufnahmen zu bearbeiten. Helligkeit, Kontrast und Bildschärfe können geändert 
werden, um ein optimales Bild zu erhalten. 
Um eine reelle optische Abbildung der Probekörper zu erhalten, kommen das 
Objektiv Plan-Apochromat 10x/05 für eine Übersichtsaufnahme und das 
Objektiv Plan-Apochromat 63x/1,4 oil für die Detaildarstellung zum Einsatz. 
3.2.6. Auswertung der 3D-Bildstapel 
Die acht vorliegenden Probekörper werden mit dem LSM 5 Pascal und dem 
Objektiv Plan-Apochromat 63x/1,4 oil untersucht und die darauf vorhandenen 
Knochenzellen optisch dargestellt. Dazu werden auf jedem Probekörper fünf 
Untersuchungsflächen ausgewählt und jeweils ein Bildstapel (vgl. Abb. 31) an-
gefertigt.  
Die ausgewählten Bereiche erfassen jeweils eine Ausdehnung von 
148 µm x 148 µm. Das LMS fertigt nach manueller Markierung der „mark-first“ 
und „mark-last“ mittels der Software den Bildstapel an, indem jeweils nach 
0,41 µm ein einzelnes Bild erzeugt wird. Dieser Bildstapel wird gespeichert, um 
die volumetrische Messung der Expression des BSP der humanen 
Osteoblasten vorzunehmen, eine 2D-Darstellung auszuwerten und eine 
90°-Projektion zu berechnen. 
Material und Methode   38 
 
 
Abb. 30: Abstrakt dargestellter Probekörper mit fünf ausgewählten Bereichen zur fluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahme als Stack 
 
 
Abb. 31: Bildarchitektur – Abstrakte Darstellung eines Stacks mit Osteozyten als rotes Element 
z – vertikale Ausdehnung - Einzelaufnahmen als Stack zusammengefasst 
x – im LSM – Abmessung 412 µm, als Breite der untersuchten Fläche 
y – im LSM – Abmessung 412 µm, als Länge der untersuchten Fläche 
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Mit dem Bildbearbeitungsprogramm ImageJ 1.40g wird aus den zuvor ange-
fertigten Stacks die Auswertung hinsichtlich der BSP-Expression der Osteo-
blasten vorgenommen. Aus den Stacks kann nun mit Hilfe des 
Bildbearbeitungsprogrammes jedes benötigte Bild herauskopiert und 
abgespeichert werden. Es wird nur jedes zweite Bild verwendet, da es eine 
Überlappung der einzelnen Aufnahmen von 0,02 µm gibt. ImageJ ermittelt die 
Größe der Expressionsflächen von BSP auf der zu untersuchenden Ebene in 
µm2, welche mit der Tabellenkalkulationssoftware Microsoft Excel abge-
speichert werden. Die Expressionsflächen dieser einzelnen Ebenen von einem 
Stack an einem Tag von je einem Probekörper werden addiert. Es ergibt sich 
ein BSP-Expressionsvolumen in µm3 innerhalb eines Stacks bzw. einer laser-
scanmikroskopischen Aufnahme. Das Expressionsvolumen wird tabellarisch mit 
Microsoft Excel erfasst und der Mittelwert der fünf von einem Probekörper 
erzeugten Stacks berechnet. Außerdem kann die Standardabweichung 
bestimmt werden. Die Anzahl der zu vergleichenden Summen der Expression 
liegt bei circa 1.600, die Anzahl der Volumina bei 160. Die BSP-Expres-
sionsvolumina werden in Säulendiagrammen grafisch dargestellt und ausge-
wertet.  
Zu der volumetrischen Untersuchung wird noch eine 2D-Darstellung der 
BSP-Expression erstellt. Durch das Programm ImageJ kann aus dem Stack 
eine Ebene entwickelt werden, die alle Expressionsflächen des BSP aus dem 
Stack enthält. Dabei projizieren sich alle vorhandenen BSP-Expressionsflächen 
auf die oberste Ebene. Es entsteht ein 2D-mikroskopisches Bild. Flächen, die 
sich im Stack genau überlagern, werden bei dieser Darstellung nur einfach 
berücksichtigt. Die Größe der Expressionsfläche in µm2 wird mit ImageJ 
ermittelt. Danach erfolgt die Analyse und grafische Darstellung der Ergebnisse 
dieser Auswertungsmethode. 
Eine weitere Untersuchung und Auswertung stellt die Erzeugung der 
90°-Projektion dar. Die 90°-Projektionen werden aus den Stacks mittels der 
LSM-Software berechnet.  
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Mit Hilfe der Projektionen lässt sich die vertikale Dimension der Probekörper an 
den verschiedenen Versuchstagen bestimmen, um einen Hinweis auf das 
Knochen-Implantat-Interface bei unterschiedlichen Oberflächenstrukturen zu 
erhalten.  
Als Beispiel für eine laserscanmikroskopische Aufnahme wird die Abb. 32 dar-
gestellt. Es zeigt längliche Osteoblasten mit Zellkernen. Die BSP-Expres-
sion / BSP-Ansammlung in den Knochenzellen sind als weiße Cluster 
dargestellt, deren Ausmaße, wie beschrieben, mit dem Bildbearbeitungs-
programm ImageJ berechnet werden. 
 
 
Abb. 32: Beispiel für eine LSM-Aufnahme aus einem Stack eines Probekörpers mit dem LSM 
 
Die Abb. 33 stellt die durch die LSM-Software berechnete 90°-Projektion eines 
Stacks dar. Es zeigt die vertikale Ausdehnung der aufgelagerten Osteoblasten, 





Abb. 33: Beispiel für eine 90°-Projektion eines Probekörpers 
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4. Ergebnisse 
4.1. Laser-Scanning-Mikroskopie und Bestimmung der BSP-Expression 
Die mikroskopischen Aufnahmen sowie die Darstellung der Osteozyten und die 
Auswertung der BSP-Expression auf den acht verschiedenen Probekörpern 
erfolgten mit Hilfe des Laser-Scanning-Mikroskops LSM 5 Pascal und eines 
Computers. Mit der gleichnamigen Software sowie dem Bildbearbeitungs-
programm ImageJ 1.40g wurde die Auswertung der BSP-Expression der Probe-
körper durchgeführt. Die Speicherung der ermittelten BSP-Expressions-
volumina, die Bestimmung der daraus folgenden Mittelwerte und die 
Standardabweichungen sowie deren grafische Darstellung in Säulendia-
grammen erfolgte mit dem Tabellenbearbeitungsprogramm Microsoft Excel. 
Zur Oberflächengestaltung der leeren Probekörper (vgl. Abb. 12 bis Abb. 26) 
konnte bei dem maschinenbearbeiteten Titan (PK 8) eine glatte Oberfläche mit 
Graten unregelmäßiger Abstände und Höhe dargestellt werden. Die elektro-
lytisch hergestellten Oberflächen weisen eine raue Morphologie mit mikro-
poröser Struktur auf, wobei die Poren unregelmäßig angeordnet und unter-
schiedliche Durchmesser aufweisen. Das Cercon® (PK 6) hingegen, zeigt 
ähnlich wie das CPT (PK 8) eine glatte und homogene Oberflächenstruktur. 
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4.2. Grafische und visuelle Darstellung der BSP-Expression der 
Probekörper 
Mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramms ImageJ 1.40g wurde die Daten-
ermittlung durchgeführt. Die ermittelten Werte werden in Säulendiagrammen 
grafisch dargestellt.  
Es handelt sich zum einen um Diagramme, welche die mittelwertigen Expres-
sionsvolumina von BSP der humanen Knochenzellen in µm3, aus dem 
untersuchten Messfeld von 148 µm x 148 µm mit der für jeden Stack individuell 
definierten vertikalen z-Ausdehnung, darstellen. Die Stack-Darstellung wird 
ausgewertet und die Standardabweichung, um die Streuung um den Mittelwert 
kenntlich zu machen, wurde ebenfalls erfasst. 
Zum anderen wurden als Vergleich Diagramme entwickelt, die die Werte der 
BSP-Expression nach summierter Projektion enthalten. Eine 2D–Darstellung ist 
hiermit die Grundlage der Auswertung. Die Expression wird jeweils in µm2 ange-
geben. 
Alle Diagramme sind als Säulendiagramme abgebildet, in Abhängigkeit vom 
3., 5., 7. und 10. Versuchstag. Jeder einzelne Probekörper wird in dieser Art 
und Weise grafisch dargestellt.  
Bei den Aufsichten handelt es sich um ein mikroskopisch ausgewähltes Unter-
suchungsfeld eines Probekörpers, welches als einzelner Slice (Bild) eines 
Stacks an dem jeweiligen Versuchstag bei unterschiedlichen Probekörpern 
gezeigt wird. Weiterhin sind die 90°-projezierten Aufnahmen des 
aufgenommenen Stacks veranschaulicht.  
Der Maßstab der Abbildungen ist im Verhältnis mit der entstandenen 
90°-Projektion vom LSM gleichzusetzen. Verdeutlicht wird hier das 
Knochen-Implantat-Interface mit der unterschiedlichen Expressionsrate von 
dem BSP, das in den aufgelagerten Osteoblasten vorhanden ist.  
Außerdem wird jeweils die vertikale Dimension der Stacks an den einzelnen 
Versuchstagen bei den jeweiligen Probekörpern als grafische Auswertung dar-
gestellt. 
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4.2.1. Ergebnisdarstellung des Probekörpers 1 – ZSE  
Die grafische Darstellung aus Abb. 34 zeigt die mittelwertige BSP-Expres-
sionsvolumina der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen innerhalb eines 
Stacks von ZSE an den unterschiedlichen Versuchstagen. In der Abbildung ist 
vom 3. zum 5. Versuchstag ein Abfall der BSP-Expression zu verzeichnen, 
welche zum 7. Tag wieder leicht ansteigt und am 10. Versuchstag das 
Maximum der BSP-Expression der Osteozyten auf dem Probekörper erreicht.  
Als vergleichende Darstellung dienst das Diagramm der Abb. 35. Es ist der 
Mittelwert der BSP-Expression aus der Summe der einzelnen Slices, der sich 
auf die Oberfläche der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme projiziert, 
grafisch dargestellt. Eine 2D-Aufnahme wird erzeugt. Beim Vergleich der beiden 
Diagramme kann festgestellt werden, dass die Zu- und Abnahme der 
BSP-Expression an den einzelnen Versuchstagen korreliert. Die Expression ist 
in Abb. 35 am 5. Tag am niedrigsten und am 10. Tag ist das Maximum fest-
zustellen.  
Die Unterschiede in der vertikalen Dimension der Stacks an den Versuchstagen 
sind in Abb. 40 grafisch dargestellt. Diese nimmt vom 3. zum 7. Versuchstag 
ab, um am 10. Tag das Level des 5. Tages zu erreichen. 
Bei den 90°-Projektionen ist das Expressionsverhalten, wie bei den 3D-Bild-
stapeln ebenso zu verzeichnen. Am 3. Tag (Abb. 41) sind deutliche Spikes zu 
erkennen, die den Bone-Implant-Contact (BIC) ausmachen und in ihrer Anzahl 
am 7. (Abb. 43) und 10. Tag (Abb. 44) noch weiter zunehmen. Diese sind 
unregelmäßig verteilt und die Cluster, die einen erhöhten Weißwert ausmachen, 
nehmen bei höheren Versuchstagen ebenfalls zu. 




Abb. 34: BSP-Expression 
€ 





Abb. 35: BSP-Expression 
€ 
x ±s [µm2] an den Versuchstagen bei summierter Projektion 
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4.2.1.1. Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der BSP-Expression der 








Abb. 38: LSM-Aufsicht des PK 1 – 7. Tag Abb. 39: LSM-Aufsicht des PK 1 – 10. Tag 
50 µm 50 µm 
50 µm 50 µm 





x  [µm] der vertikalen Dimension an Versuchstagen des Probekörpers ZSE  
 
4.2.1.2. Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der BSP-Expression in 
der 90°-Projektion 
 
Abb. 41: LSM-90°-Projektion des PK 1 (ZSE) – 3. Tag 
 
 
Abb. 42: LSM-90°-Projektion des PK 1 (ZSE) – 5. Tag 
 
 
Abb. 43: LSM-90°-Projektion des PK 1 (ZSE) – 7. Tag  
 
 
Abb. 44: LSM-90°-Projektion des PK 1 (ZSE) – 10. Tag 
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4.2.2. Ergebnisdarstellung des Probekörpers 2 – ZSG  
Aus dem Diagramm der Abb. 45 ist der Mittelwert der BSP-Expression 
innerhalb eines Stacks des Probekörpers ZSG an unterschiedlichen Versuchs-
tagen dargestellt. Es ist eine abnehmende BSP-Expressionsrate vom 3. zum 
7. Tag zu verzeichnen, um am 10. Tag wieder anzusteigen, aber nicht das 
Niveau vom 3. Versuchstag zu erreichen.  
Als vergleichende Darstellung wird hier das Diagramm in Abb. 46 genutzt. Es 
stellt die summierende Projektion der BSP-Expression grafisch dar. Die 
BSP-Expression in der 2D-Darstellung harmoniert mit der Expression innerhalb 
eines Stacks. 
Bei den Draufsichten (Abb. 47 bis Abb. 50) ist eine Zunahme der Zellzahl bis 
zum 7. Versuchstag zu erkennen. Am 10. Tag ist die Anzahl der Zellen 
geringer. Das flächige Ausmaß der Zellen nimmt vom 3. zum 7. Versuchstag 
ab, um am 10. Tag wieder an Fläche zu zunehmen. Eine Clusterbildung ist vor 
allem am 3. und 10. Versuchstag erkennbar. 
Die Abb. 51 zeigt die Unterschiede in der vertikalen Ausdehnung der Stacks. 
Am 3. und 7. Versuchstag ist eine annähernd identische Ausdehnung in der 
z-Richtung auszumachen. Die geringste vertikale Dimension der aufgelagerten 
Zellen ist am 10. Tag zu erkennen.  
Die Abb. 52 bis Abb. 55 zeigen die 90°-Projektionen des Probekörpers ZSG am 
3., 5., 7. und 10. Versuchstag. Am 3. Tag sind viele unregelmäßig angeordnete 
Spikes ohne Clusteranordnung zu erkennen. Die Cluster sind am 5. und 
10. Tag auszumachen. Am 10. Tag sind die Spikes regelmäßig angeordnet. 
Hier sind ebenfalls bei der 90°-Projektion aufgelagerte Zellen sichtbar. Die 
Höhe der Expression ergibt sich am 3. Tag bei der 90°-Projektion durch die 
hohe Anzahl der Spikes. 




Abb. 45: BSP-Expression 
€ 





Abb. 46: BSP-Expression 
€ 
x ±s [µm2] an den Versuchstagen bei summierter Projektion 
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4.2.2.1. Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der BSP-Expression der 








Abb. 49: LSM-Aufsicht des PK 2 – 7. Tag Abb. 50: LSM-Aufsicht des PK 2 – 10. Tag 
50 µm 50 µm 
50 µm 50 µm 





x  [µm] der vertikalen Dimension an Versuchstagen des Probekörpers ZSG 
 




Abb. 52: LSM-90°-Projektion des PK 2 (ZSG) – 3. Tag 
 
 
Abb. 53: LSM-90°-Projektion des PK 2 (ZSG) – 5. Tag 
 
 
Abb. 54: LSM-90°-Projektion des PK 2 (ZSG) – 7. Tag 
 
 
Abb. 55: LSM-90°-Projektion des PK 2 (ZSG) – 10. Tag  
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4.2.3. Ergebnisdarstellung des Probekörpers 3 – ZSG ½  
In Abb. 56 sind die Mittelwerte der BSP-Expression des Probekörpers ZSG ½ 
innerhalb eines Stacks grafisch dargestellt. Am 10. Untersuchungstag ist die 
höchste Expressionsrate zu erkennen. Tag 3 und 5 zeigen annähernd gleiche 
Werte in den BSP-Volumina, welche jedoch geringer sind als am 10. Tag. Am 
7. Versuchstag ist die geringste BSP-Expression zu verzeichnen.  
Die Abb. 57 lässt die BSP-Expression der 2D-Darstellung nach Summation der 
Slices erkennen. Der 7. Tag zeigt auch wie in der 3D-Auswertung die niedrigste 
Expression.  
Bei den fluoreszenzmikroskopischen Darstellungen der Abb. 58 bis Abb. 61 ist 
eine deutlich erhöhte Zellanzahl am 10. Versuchstag zu erkennen. Am 
1. Versuchstag ist eine Anhäufung an Osteozyten vorhanden, die zum 5. und 
7. Tag abfällt. Eine Zunahme der BSP-Expression wird deutlich. Eine Aus-
nahme bildet der 7. Versuchstag, an dem im Diagramm (Abb. 56) ein Abfall 
festzustellen ist. Eine Cluster-Zunahme ist auszumachen. 
Die vertikale Dimension der Stacks ist in Abb. 62 grafisch dargestellt. Die 
Stapelhöhe ist am 3., 7. und 10. Versuchstag annähernd gleich. Die z-Ausdeh-
nung ist am 5. Tag leicht erhöht.  
Alle 90°-Projektionen (Abb. 63 bis Abb. 66) zeigen eine Anordnung von Spikes. 
Diese sind am 7. und 10. Tag regelmäßig und gehäuft angeordnet. Eine klare 
Ausbildung ist erkennbar. Cluster sind nur im geringen Maß vorhanden. Eine 
Ansammlung ist vor allem am 7. Tag festzustellen. Am 10. Tag sind aufgela-
gerte Zellen sichtbar. 




Abb. 56: BSP-Expression 
€ 





Abb. 57: BSP-Expression 
€ 
x ±s [µm2] an den Versuchstagen bei summierter Projektion 
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4.2.3.1. Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der BSP-Expression der 








Abb. 60: LSM-Aufsicht des PK 3 – 7. Tag Abb. 61: LSM-Aufsicht des PK 3 – 10. Tag 
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x  [µm] der vertikalen Dimension an Versuchstagen des Probekörpers ZSG ½  
 




Abb. 63: LSM-90°-Projektion des PK 3 (ZSG ½) – 3. Tag 
 
 
Abb. 64: LSM-90°-Projektion des PK 3 (ZSG ½) – 5. Tag 
 
 
Abb. 65: LSM-90°-Projektion des PK 3 (ZSG ½) – 7. Tag 
 
 
Abb. 66: LSM-90°-Projektion des PK 3 (ZSG ½) – 10. Tag 
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4.2.4. Ergebnisdarstellung des Probekörpers 4 – ZS4-0,5 
Aus dem Säulendiagramm in Abb. 67 geht die BSP-Expression in einem Stack 
in µm3 hervor. Die Expression innerhalb der Osteozyten verringert sich beim 
Probekörper ZS4-0,5 vom 3. zum 7. Versuchstag, um zum 10. Tag bis über das 
Niveau vom 3. Versuchstag anzusteigen und somit ein Maximum zu erreichen. 
Das Diagramm in Abb. 68 gibt eine vergleichende Aussage zum Mittelwert der 
BSP-Expression aus den 2D-erzeugten fluoreszenzmikroskopischen 
Aufnahmen. Der Expressionsabfall vom 3. zum 7. Tag ist ebenfalls abzulesen, 
jedoch erreicht die Expression am 10. Tag nicht das Level vom 3. Tag, ist aber 
dennoch höher als am 5. und 7. Tag.  
In Abb. 69 bis Abb. 72 sind ausgewählte Aufnahmen aus dem zugehörigen 
Stack abgebildet. Die Größe der Zellleiber nimmt vom 3. Tag (Abb. 69) zum 
7. Tag (Abb. 71) zu, um sich am 10. Tag (Abb. 72) wieder zu reduzieren.  
Die vertikale Dimension der Stacks, die in Abb. 73 dargestellt ist, ist an allen 
Untersuchungstagen annähernd gleich.  
Bei den 90°-Projektionen ist eine Anordnung von Spikes in den Abb. 74 bis 
Abb. 77 an allen Versuchstagen über das komplette Untersuchungsareal zu er-
kennen. Am 3., 5. und 10. Tag sind diese regelmäßig angeordnet. Am 5. Tag ist 
nur eine mäßige Anordnung zu sehen. Eine Clusterbildung zeigt sich vorallem 
am 7. und 10. Tag. 




Abb. 67: BSP-Expression 
€ 





Abb. 68: BSP-Expression 
€ 
x ±s [µm2] an den Versuchstagen bei summierter Projektion 
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4.2.4.1. Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der BSP-Expression der 








Abb. 71: LSM-Aufsicht des PK 4 – 7. Tag Abb. 72: LSM-Aufsicht des PK 4 – 10. Tag 
50 µm 50 µm 
50 µm 50 µm 





x  [µm] der vertikalen Dimension an Versuchstagen des Probekörpers ZS4-0,5 
 




Abb. 74: LSM-90°-Projektion des PK 4 (ZS4-0,5) – 3. Tag 
 
 
Abb. 75: LSM-90°-Projektion des PK 4 (ZS4-0,5) – 5. Tag  
 
 
Abb. 76: LSM-90°-Projektion des PK 4 (ZS4-0,5) – 7. Tag 
 
 
Abb. 77: LSM-90°-Projektion des PK 4 (ZS4-0,5) – 10. Tag 
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4.2.5. Ergebnisdarstellung des Probekörpers 5 – ZS4-2 
In der grafischen Darstellung der Abb. 78 nimmt die BSP-Expression vom 
3. zum 5. Tag deutlich ab, um am 7. Tag anzusteigen, den Wert vom 
3. Versuchstag jedoch nicht zu erreichen. Der 10. Tag ist durch einen Abfall der 
BSP-Expression gekennzeichnet. Die BSP-Expression ist somit am 3. Tag am 
höchsten.  
Als vergleichende Darstellung gilt die Abb. 79, welche die BSP-Expression in 
der 2D-Darstellung repräsentiert. Das Säulendiagramm mit den Mittelwerten der 
summierten Projektionen harmoniert mit denen der 3D-Darstellung. 
In der optischen Darstellung (Abb. 80 bis Abb. 83) zeigen sich am 3. und 5. Tag 
annähernd gleich große Zellleiber. Die Größe der Zellen nimmt am 7. Tag und 
am 10. Tag ab. Es bilden sich spindelförmige Zellen aus. Die Clusterbildung ist 
an allen Tagen gering. 
Auch die vertikale Ausdehnung der Stacks vom PK 5 ist ungleichmäßig      
(Abb. 84). Eine deutliche Zunahme ist am 7. Tag gegenüber den anderen Ver-
suchstagen auszumachen.  
Dieser Zuwachs ist auch in den Abb. 85 bis Abb. 88 erkennbar. In diesen 
90°-Projektionen sind die Spikes an allen Versuchstagen unregelmäßig 
angeordnet. Die Anzahl nimmt vom 3. zum 5. Tag zu, um am 7. Tag wieder ab-
zunehmen und am 10. Tag wieder deutlich anzusteigen. Cluster sind an dem 5. 
(Abb. 86) und 10. Versuchstag (Abb. 88) charakteristisch. 




Abb. 78: BSP-Expression 
€ 





Abb. 79: BSP-Expression 
€ 
x ±s [µm2] an den Versuchstagen bei summierter Projektion 
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4.2.5.1. Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der BSP-Expression der 








Abb. 82: LSM-Aufsicht des PK 5 – 7. Tag Abb. 83: LSM-Aufsicht des PK 5 – 10. Tag 
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x  [µm] der vertikalen Dimension an Versuchstagen des Probekörpers ZS4-2 
 




Abb. 85: LSM-90°-Projektion des PK 5 (ZS4-2) – 3. Tag 
 
 
Abb. 86: LSM-90°-Projektion des PK 5 (ZS4-2) – 5. Tag 
 
 
Abb. 87: LSM-90°-Projektion des PK 5 (ZS4-2) – 7. Tag 
 
 
Abb. 88: LSM-90°-Projektion des PK 5 (ZS4-2) – 10. Tag 
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4.2.6. Ergebnisdarstellung des Probekörpers 6 – Cercon® 
Aus dem Diagramm in Abb. 89 geht die mittelwertige BSP-Expression hervor. 
Diese wird an verschiedenen Versuchstagen innerhalb eines Stacks dargestellt. 
In der grafischen Darstellung ist ein deutlicher Unterschied der BSP-Expression 
an den Versuchstagen zu erkennen. Am 3. Tag ist die geringste Expression 
auszumachen. Am 5. Tag hat sich diese mehr als vervierfacht, um am 7. Tag 
bis fast auf das Level vom 3. Tag wieder abzunehmen. Am 10. Versuchstag ist 
eine Verdopplung der BSP-Expression vom 7. Tag zu erfassen.  
Als Vergleich wird die Abb. 90 herangezogen. Es zeigt die BSP-Expression in 
der 2D-Projektion, die mit der 3D-fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme 
harmoniert.  
In den mikroskopischen Aufnahmen (Abb. 91 bis Abb. 94) sind die spindel-
förmigen Zellen mit großen Zellkernen erkennbar. Die Anzahl der Zellen nimmt 
mit Zunahme des Versuchstages zu. Die BSP-Expression ist durch Cluster-
bildung erkennbar.  
Die unterschiedlichen vertikalen Ausdehnungen der Stacks sind in Abb. 95 als 
Säulendiagramm dargestellt. Die Höhe nimmt vom 3. zum 5. Tag zu, um am 
7. Tag dieses Niveau zu halten und sich am 10. Tag wieder zu verringern. 
Deutliche Spikes sind an allen Versuchstagen in den 90°-Projektionen        
(Abb. 96 bis Abb. 99) sichtbar. Die Spikes sind sehr regelmäßig angeordnet, 
sind aber im Gegensatz zu den anderen Probekörpern sehr kurz. Es ist eine 
klare Ausbildung der Oberfläche des Probekörpers mit aufgelagerten Zellen er-
kennbar. Eine Clusterbildung liegt vor allem am 3. (Abb. 96) und am 
7. Versuchstag (Abb. 98) vor. 
 




Abb. 89: BSP-Expression 
€ 





Abb. 90: BSP-Expression 
€ 
x ±s [µm2] an den Versuchstagen bei summierter Projektion 
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4.2.6.1. Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der BSP-Expression der 








Abb. 93: LSM-Aufsicht des PK 6 – 7. Tag Abb. 94: LSM-Aufsicht des PK 6 – 10. Tag 
50 µm 50 µm 
50 µm 50 µm 





x  [µm] der vertikalen Dimension an Versuchstagen des Probekörpers Cercon® 
 




Abb. 96: LSM-90°-Projektion des PK 6 (Cercon®) – 3. Tag 
 
 
Abb. 97: LSM-90°-Projektion des PK 6 (Cercon®) – 5. Tag 
 
 
Abb. 98: LSM-90°-Projektion des PK 6 (Cercon®) – 7. Tag 
 
 
Abb. 99: LSM-90°-Projektion des PK 6 (Cercon®) – 10. Tag 
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4.2.7. Ergebnisdarstellung des Probekörpers 7 – TICER® 
Die Mittelwerte der BSP-Expressionsvolumina des Probekörpers TICER® sind 
in Abb. 100 veranschaulicht. Im Säulendiagramm ist eine Abnahme der 
BSP-Expression vom 3. zum 5. Tag um das Vierfache festzustellen, um zum 
7. Tag wieder anzusteigen, das Maß vom 3. Tag jedoch nicht zu erreichen. Am 
10. Versuchstag ist eine Abnahme der BSP-Expression erkennbar.  
Aus dem Diagramm in Abb. 101 geht die BSP-Expression der 2D-projezierten 
Aufnahme hervor. Die Expressionsraten der Versuchstage sind mit denen der 
3D-Aufnahme konform.  
Bei den Singledarstellungen in Abb. 102 bis Abb. 105 ist eine erhöhte 
BSP-Expression am 3. (Abb. 102) und 7. Tag (Abb. 104) zu verzeichnen. Die 
Zellen haben einen spindelförmigen Zellleib, in dessen Zytoplasma sich das 
BSP verteilt. Am 10. Versuchstag haben die Zellen eine rundliche Ausdehnung 
mit deutlich ausgeprägten Zellkernen (Abb. 105). Eine Zunahme der Anzahl der 
Osteozyten ist nicht zu erkennen. Die BSP-Cluster sind an allen Tagen klar 
vorhanden. 
Die vertikale Ausdehnung der Stacks geht aus Abb. 106 hervor. Die Aus-
dehnung in der z-Ebene nimmt vom 3. zum 7. Versuchstag zu und zum 10. Tag 
wieder ab. 
Abb. 107 bis Abb. 110 zeigen die 90°-Projektionen des Probekörpers TICER®. 
An allen Versuchstagen der 90°-Projektionen sind Spikes erkennbar. Am 3. und 
10. Versuchstag sind diese regelmäßig angeordnet. Die Anzahl der Spikes 
nimmt zum 5. Tag ab, um bis zum 10. Versuchstag deutlich zuzunehmen. 
Cluster sind vor allem am 3. Tag (Abb. 107) auszumachen.  




Abb. 100: BSP-Expression 
€ 





Abb. 101: BSP-Expression 
€ 
x ±s [µm2] an den Versuchstagen bei summierter Projektion 
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4.2.7.1. Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der BSP-Expression der 








Abb. 104: LSM-Aufsicht des PK 7 – 7. Tag Abb. 105: LSM-Aufsicht des PK 7 – 10. Tag 
50 µm 50 µm 
50 µm 50 µm 





x  [µm] der vertikalen Dimension an Versuchstagen des Probekörpers TICER® 
 




Abb. 107: LSM-90°-Projektion des PK 7 (TICER®) – 3. Tag 
 
 
Abb. 108: LSM-90°-Projektion des PK 7 (TICER®) – 5. Tag 
 
 
Abb. 109: LSM-90°-Projektion des PK 7 (TICER®) – 7. Tag 
 
 
Abb. 110: LSM-90°-Projektion des PK 7 (TICER®) – 10. Tag 
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4.2.8. Ergebnisdarstellung des Probekörpers 8 – CPT (Reintitan) 
Die BSP-Expression in der 3D-Aufnahme ist in dem Diagramm in Abb. 111 
dargestellt. Ein Unterschied zwischen den einzelnen Versuchstagen ist 
erkennbar. Die Expression ist am 3. Tag am höchsten, fällt zum 5. Tag ab und 
reduziert sich nochmals am 7. Tag. Das BSP-Expressionsvolumen steigt am 
10. Tag wieder an, erreicht aber nicht das Maximum vom 3. Versuchstag.  
Im Säulendiagramm in Abb. 112 ist die BSP-Expression in der 2D-Aufnahme 
ersichtlich. Der Diagrammverlauf ist, bis auf den 3. Versuchstag, dem Dia-
grammverlauf aus Abb. 111 analog. Am 3. Tag ist eine annähernd gleiche 
Expressionsrate wie am 5. und am 7. Versuchstag auszumachen. 
Die Abb. 113 bis Abb. 116 zeigen die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen 
des Probekörpers CPT am 3., 5., 7. und 10. Versuchstag. Optisch sind die 
kleinen spindelförmigen Zellen am 7. Versuchstag auffällig. Am 10. Tag sind 
deutlich größere Zellleiber erkennbar. Die Zellleiber am 3. und 5. Tag sind an-
nähernd gleich groß. Die BSP-Expression ist am 5. und 7. Tag vor allem in 
Clustern vorhanden. Am 3. und am 10. Versuchstag ist die BSP-Expression im 
Zytoplasma verteilt. 
Abb. 117 gibt Informationen über die Ausdehnung der Stacks in der z-Ebene an 
den unterschiedlichen Versuchstagen. Eine Verringerung ist in der vertikalen 
Dimension der Stacks bei Zunahme der Versuchstage auszumachen. Eine 
leichte Reduzierung in der vertikalen Dimension ist vom 3. zum 7. Tag zu 
verzeichnen, steigt aber am 10. Tag bis über das Niveau des 3. Versuchstages 
an. 
Bei den 90°-Projektionen (vgl. Abb. 118 bis Abb. 121) sind an allen Tagen sehr 
viele Spikes erkennbar. Diese sind am 3., 5. und 7. Versuchstag regelmäßig 
angeordnet. Eine Zunahme oder Abnahme der Spikes wird nicht deutlich. Am 
5. Tag ist eine Verringerung der BSP-Expression ersichtlich. Cluster sind an 
allen Tagen dargestellt. 
 




Abb. 111: BSP-Expression 
€ 





Abb. 112: BSP-Expression 
€ 
x ±s [µm2] an den Versuchstagen bei summierter Projektion 
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4.2.8.1. Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der BSP-Expression der 








Abb. 115: LSM-Aufsicht des PK 8 – 7. Tag Abb. 116: LSM-Aufsicht des PK 8 – 10. Tag 
50 µm 50 µm 
50 µm 50 µm 






x  [µm] der vertikalen Dimension an Versuchstagen des Probekörpers CPT 
 




Abb. 118: LSM-90°-Projektion des PK 8 (CPT) – 3. Tag 
 
 
Abb. 119 LSM-90°-Projektion des PK 8 (CPT) – 5. Tag  
 
 
Abb. 120: LSM-90°-Projektion des PK 8 (CPT) – 7. Tag 
 
 
Abb. 121: LSM-90°-Projektion des PK 8 (CPT) – 10. Tag 
   10µm 
 
   10µm 
 
   10µm 
 
   10µm 
 
Ergebnisse   75 
 
4.2.9. Darstellung der Leerprobekörper 1-8 als 90°-Projektion 
Im Folgenden sind die 90°-Projektionen der Probekörper ohne Knochenzellen 
dargestellt (Abb. 122 bis Abb. 129). Es soll gezeigt werden, dass eine Protein-
absorption (ZAM-Cy3) auf der Oberfläche des Probekörpers stattfinden kann 
und die Proteine diffundieren können. 
 
 
Abb. 122: 90°-Projektion des Leerprobekörpers 1 – ZSE 
 
 
Abb. 123: 90°-Projektion des Leerprobekörpers 2 – ZSG  
 
 
Abb. 124: 90°-Projektion des Leerprobekörpers 3 – ZSG ½  
 
 
Abb. 125: 90°-Projektion des Leerprobekörpers 4 – ZS4-0,5 
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Abb. 126: 90°-Projektion des Leerprobekörpers 5 – ZS4-2 
 
 
Abb. 127: 90°-Projektion des Leerprobekörpers 6 – Cercon® 
 
 
Abb. 128: 90°-Projektion des Leerprobekörpers 7 – TICER® 
 
 
Abb. 129: 90°-Projektion des Leerprobekörpers 8 – CPT  
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4.2.10. Zusammenfassung der Ergebnisse der BSP-Expressionen 
Als grafische Übersicht ist auf die folgenden Diagramme zu verweisen. Es 
werden alle Mittelwerte der BSP-exprimierenden Volumina (vgl. Abb. 130) und 
die Expression bei summierter Projektion (Abb. 131) dargestellt. 
Abb. 132 zeigt eine Zusammenstellung der Unterschiede in der vertikalen 




Abb. 130: grafische Darstellung der Mittelwerte der BSP-Expression in µm3 bei verschiedenen 
Probekörpern und Versuchstagen 




Abb. 131: grafische Darstellung der Mittelwerte der BSP-Expression in µm2 bei verschiedenen 
Probekörpern und Versuchstagen 
 
 
Abb. 132: grafische Darstellung der Mittelwerte der vertikalen Dimension der Stacks bei 
verschiedenen Probekörpern und Versuchstagen 
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In der vorliegenden Untersuchung konnte durch die 3D-Laser-Scan-
ning-Mikroskopie die Aktivität der Osteoblasten über das Vorhandensein von 
BSP visuell dargestellt und ausgewertet werden. Eine Übersicht über die Aus-
wertung der vorhandenen BSP-exprimierenden Volumina bei den unterschied-
lichen Probekörpern zeigt die nachfolgende Tabelle: 
Tab. 4: Mittelwerte der BSP-Expression in µm3 
  PK 1 PK 2 PK 3 PK 4 PK 5 PK 6 PK 7 PK 8 
3. Tag 2.937 3.076 1.816 1775 2.644 194 2.013 2.531 
5. Tag 242 596 1.926 1.269 415 2.006 357 594 
7. Tag 676 496 236 374 1.809 342 1.750 467 
10. Tag 3.840 2.470 3.386 2.190 533 917 766 1.614 
 
Tab. 5: Ranking Tabelle – ermittelte Platzierung nach den Mittelwerten der BSP-Expression aus 
Tab. 4 
  PK 1 PK 2 PK 3 PK 4 PK 5 PK 6 PK 7 PK 8 
3. Tag 2 1 6 7 3 8 5 4 
5. Tag 8 4 2 3 6 1 7 5 
7. Tag 3 4 8 6 1 7 2 5 
10. Tag 1 3 2 4 8 6 7 5 
Summe 14 12 18 20 18 22 21 19 
Platzierung 2. 1. 3. 6. 3. 8. 7. 5. 
 
Zum einen sind die Mittelwerte der BSP-Expression der einzelnen Probekörper 
an den verschiedenen Versuchstagen aufgezeigt (vgl. Tab. 4), zum anderen 
wird ausgewertet, zu welchem Zeitpunkt welche Oberflächenstruktur die 
höchste BSP-Expressionsrate aufweist (vgl. Tab. 5). Für die Beurteilung 
bedeutet dies, dass die Struktur mit dem höchsten BSP-Anteil den Rang 1 
erhält, die mit dem Geringsten den letzten möglichen Rang.  
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Aus dem Vergleich geht hervor (vgl. Tab. 5), dass bei dem Probekörper 2, ZSG, 
die größte BSP-Expression gemessen werden konnte. Es handelt sich hierbei 
um eine elektrolytische Beschichtung des Titans in Form von Zirkoniumsulfat, 
15-prozentigem Kaliumfluorid und konzentrierter Phosphorsäure. Diesem 
Probekörper steht das Cercon®, der Probekörper 6, gegenüber. Es kann hier 
wegen seiner sehr glatten Oberflächenstruktur, nur das geringste mittlere 
BSP-Expressionsvolumen gemessen werden.  
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass für Aussagen zur Anzahl an 
Osteoblasten, für die Grauwertanalyse der BSP-Expression und zur Beurteilung 
der Proliferationsrate und Zellmorphologie die 2D-Fluoreszenz-Mikroskopie 
mindestens ausreichend ist, wenn nicht der LSM sogar überlegen. Die hier 
vorliegenden Messwerte der 3D-Mikroskopie sind tendenziell nicht verschieden 
von den 2D-Projektionen. Für Aussagen zum Diffusions- und Adhäsionsver-
halten von Proteinen und Zellen an Implantatoberflächen ist jedoch die 
90°-Projektion eines Bildstapels des LSM erforderlich. Der Ansatz, die vertikale 
Dimension der aufgelagerten Proteine und Osteoblasten auf den Probekörpern 
näher zu untersuchen und die „Höhe“ der BSP-Expression über der Oberfläche 
zu betrachten, ist bei weiteren Untersuchungen von hohem Interesse, da hier 
offenbar erhebliche Unterschiede gefunden werden können.  
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5. Diskussion 
Die Osseointegration, d. h. die funktionelle und strukturelle Verbindung 
zwischen organisiertem, lebendem Knochen und der Oberfläche des belasteten 
Implantates (Brånemark, 1977), ist entscheidend für die Optimierung der 
Materialen für Implantate. Mit Hilfe von histologischen Untersuchungen und der 
Beurteilung von Implantaten wurde der Knochenbedeckungsindex (Al-Nawas et 
al., 2006) eingeführt, welcher jedoch nur das Volumen der mineralisierten 
Hartsubstanz und nicht den Einfluss der Implantatoberfläche auf die 
Osseointegration erfasst.  
 
Daher ist es Ziel der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des Laser-Scan-
ning-Mikroskops humane Knochenzellen mit der 3-dimensionalen fluoreszenz-
mikroskopischen Darstellungsmethode hinsichtlich der BSP-Expression zu 
untersuchen und Rückschlüsse auf die Aktivität der Knochenzellen auf den 
unterschiedlichen Implantatmaterialen zu ziehen. Außerdem wurde ein 
Vergleich zwischen der 3D- und der 2D-Fluoreszenzmikroskopie angestellt. Auf 
Grund der fluoreszenz-mikroskopischen Darstellung des BSP können Rück-
schlüsse auf die Osteoblastenaktivität gezogen und der mitotische Differen-
zierungsgrad dargestellt werden. Weil das BSP eine sehr hohe Affinität zu 
Hydroxylapatit und eine Funktion als de-novo Kern von Hydroxylapatit in-vitro 
besitzt (Chen et al., 1992; Hunter et al., 1993; Yao et al., 1994), ist zu über-
legen, ob die Expression des BSP innerhalb der Knochenzellen zeitgleich oder 
zeitlich versetzt mit der Mineralisierung des Knochens einhergeht. Anderson et 
al. (2002) konnten zeigen, dass BSP eine ossoinduktive Wirkung zeigt und 
schon Ross et al. (1993) in einer in-vitro Studie feststellen, dass Unterschiede 
in der BSP-Konzentration Auswirkungen auf die Knochenresorption haben. 
1989 konnten Heinegard et al. (Heinegard et al., 1989) aufzeigen, dass dieses 
Protein bei der anabolen Phase der Knochenbildung einbezogen ist. Somit 
ergibt sich, dass es ein visueller Marker ist, um die Zelltätigkeit der Osteo-
blasten auf den Probekörpern der Implantatoberflächenstrukturen darzustellen. 
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Das BSP baut sich als Hydroxylapatitkristall in die Osteoblasten ein und gilt auf 
Grund dessen als Indikator für die Osteoblastenaktivität. Bei einem gesteigerten 
Knochenstoffwechsel ist BSP erhöht (Ruf, 2001). 
Die konventionelle Mikroskopie erlaubt in der Regel nur die Begutachtung der 
Oberfläche des Präparates, d. h., wenn diese Oberfläche komplett von Zellen 
bewachsen ist, können nur diese Zellen betrachtet und vermessen werden, die 
als obere Schicht den Probekörper benetzen. Es ist jedoch bekannt, dass die 
Rauigkeit der mikrostrukturierten Oberfläche des in den Knochen eingebrachten 
Fremdkörpers auf das Erreichen der Sekundärstabilität Einfluss hat. Raue 
Oberflächen erzeugen eine gesteigerte Besetzung von Knochenzellen und 
damit eine erhöhte Zelladhäsion. Schwartz et al. (1999) zeigten eine erleichterte 
knöcherne Einscheidung durch regelmäßige Mikroporositäten auf der Implantat-
oberfläche. Aber auch die Größe der Mikroporen spielt eine wesentliche Rolle 
beim Wachstum und dem Anheften der Osteoblasten (Zinger et al., 2005). 
Die Zelldifferenzierung und Zelladhäsion, aber auch das Wachstum der Zellen, 
ist unter anderem von der Mikrostruktur der Implantatoberfläche abhängig, wie 
schon durch Mustafa et al. (2000) und Payer (2010) festgestellt werden konnte. 
Ebenso wird in einschlägiger Literatur diskutiert, in wie weit eine vergrößerte 
Oberflächenstruktur mit einer zunächst verzögerten und später verlängerten 
Zellproliferation in Verbindung zu setzen ist (Cook et al., 1985).  
In einem in-vitro Versuch durch Hilbig et al. (2007) konnte herausgefunden 
werden, dass sich BSP bei glatten Oberflächenstrukturen osseoinduktiv aus-
wirkt und bei rauen Oberflächen eine Steigerung der Osseointegration erreicht 
wird. 
Die in dieser Arbeit untersuchten verschiedenen Oberflächenstrukturen (vgl. 
LSM-Aufnahmen der Leerprobekörper) könnten somit eine unterschiedliche 
Osteoblastenbesiedlung und Zellproliferationsrate zur Folge haben. Die 
Zellteilungsraten standen in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht im Focus, weil 
nach Al-Nawas et al. (2006) eine homogene Knochenbeschichtung weniger 
wichtig für eine funktionelle Verankerung des Implantates mit dem umgebenden 
Knochen ist, als die Ausbildung von Trabekelstrukturen, welche für die Entste-
hung des Knochen-Implantat-Interface relevant sein sollen.  
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Xiropaidis et al. (2005) stellten in ihrer Untersuchung dar, dass ein geringerer 
Knochen-Implantat-Kontakt bei den mit Kalziumphosphat beschichteten 
Implantaten auszumachen ist, als bei den strukturierten, porösen und 
modifizierten Oberflächen, wie TiUnite®. Das fanden auch Graf et al. (2004) bei 
den Beschichtungsversuchen an TICER® und CPT. Es zeigte sich, dass die 
primär poröse Oberfläche durch die Beschichtung geglättet wird, d. h. dass das 
flüssige Beschichtungsmaterial die Poren verschließt und dadurch die 
Zelladhäsion verändert. Die Absorption von Proteinen an der Implantatober-
fläche bei Einbringen der Probekörper in ein physiologisches Milieu scheint 
noch zu wenig Beachtung zu finden. Auch bei den Probekörpern der 
vorliegenden Arbeit kommt es zu Absorptionsvorgängen an der Oberfläche. 
Man kann das unterschiedliche Verhalten an den 90°-Projektionen der 
Leerwerte erkennen. Es überrascht, dass ausgerechnet bei CPT eine diffuse 
Infiltration des Protein-konjugierten Farbstoffes in die Titanoxidoberfläche von 
beachtlicher Stärke zu finden ist. Andererseits erklärt diese Prä-Absorption das 
schnelle Anheften von Osteoblasten, die BSP exprimieren. Auf der Oberfläche 
des Probekörpers TICER® markieren die Leerwert-Proteine das poröse Relief. 
Eine Diffusion in die Tiefe findet nicht statt. Dieses unterschiedliche Absorp-
tionsverhalten der Proteine an der Probekörperoberfläche beeinflusst auch hier 
die BSP-Expression der angelagerten Osteoblasten. Es konnte gezeigt werden, 
dass nicht nur die Oberflächenstruktur des Implantatmaterials und / oder die 
Beschichtung mit organischen oder anorganischen Materialien die Adhäsion 
von Osteoblasten beeinflusst, sondern dass auch die Diffusion in die oberflä-
chennahen Schichten des Implantates eine Rolle spielt. Dadurch können die 
Oberflächeneigenschaften verändert werden.  
Vielleicht ist hierin die Ursache für die zwei Osseointegrationswege zu sehen, 
die in der Einleitung vorgestellt wurden. In diesem Zusammenhang erlaubt die 
LSM neue Untersuchungsansätze bei der Begutachtung von Implantat-
materialien und zur Optimierung von Beschichtungen. Vermutlich haben versie-
gelnde Beschichtungen nur einen auf die Porentiefe begrenzten Vorteil beim 
Eindringen von Zellausläufern, deren Anhaftung durch eben diese Oberflächen-
beschichtung begünstigt wurde. 
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Hier kam es auf den Vergleich der BSP-positiven Volumina auf unterschied-
lichen Implantatoberflächen mit den BSP-exprimierenden Flächen in einer 
mikroskopischen Ebene an. Dieser Vergleich sollte zur Entscheidung beitragen, 
inwieweit sich der zeit- und materialaufwändige Einsatz des LSM für weitere 
Untersuchungen lohnt. Die Ergebnisse werden in der zusammenfassenden 
Darstellung in Abb. 133 und Abb. 134 gezeigt. 
In der grafischen Darstellung der Abb. 133, der die Mittelwerte der BSP-Volu-
mina der Stacks in µm3 zu entnehmen ist, ist erkennbar, dass vom 3. bis zum 
7. Versuchstag weniger BSP-exprimierende Strukturen zu verzeichnen sind, als 
am 10. Versuchstag, wo die Werte wieder ansteigen. Eine Ausnahme bildet hier 
der Probekörper 6, Cercon®, der die höchste Expression und damit die 
höchsten Werte am 5. Versuchstag aufzuweisen hat, sowie die Probekörper 5 
und 7, ZS4-2 und TICER®. Die grafische Darstellung zeigt am 3. Tag hohe 
Werte, die zum 5. Tag abfallen, am 7. Tag wieder ansteigen, um am 10. 
Versuchstag unter das Niveau vom 3. Tag zu fallen. Eine mögliche Ursache 
könnte darin zu finden sein, dass Osteoblasten Kalzium und Phosphat 
aufnehmen, welches in der Oberfläche von TICER® zu finden ist, um die 
Syntheseprodukte an anderer Stelle lokal sezernieren. 
Beim Vergleich dieser Aussagen mit der 2D-Mikroskopie, der BSP-Expres-
sionsmessung durch Summierung der Projektion (vgl. Abb. 134), kann ein fast 
homologer Verlauf der grafischen Darstellungen erfasst werden. Wie schon bei 
vorherigen Betrachtungen ist PK 6 von dem Kurvenverlauf der anderen 
Probekörper deutlich abweichend. Es handelt sich hierbei um eine sehr glatte 
Oberflächenstruktur, an der die Osteozyten nur schwer anhaften können. Die 
Zellen können sich nur über ihre Flächenhaftung anlagern und nicht überlagern. 
Die aktiven BSP-sezernierenden Osteoblasten entwickeln sich nach drei Tagen 
in Osteozyten, die kein BSP mehr exprimieren. Eine Abnahme des BSP ist die 
Folge. Die Weiterentwicklung des Osteozyten hat eine Größenabnahme dieser 
zur Folge (Liebich, 2009). Somit ist eine Anlagerung weiterer Osteoblasten 
wieder möglich. 
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Abb. 133: Zusammenfassende Darstellung der Mittelwerte der BSP-Expression in µm3 bei 
verschiedenen Versuchstagen im Stack 
 
  
Abb. 134: Zusammenfassende Darstellung der Mittelwerte der BSP-Expression in µm2 bei 
verschiedenen Versuchstagen bei summierender Projektion 
 
Bei der Darstellung der Draufsichten der Probekörper ist eine Konformität der 
Zellform mit der BSP-Expressionsrate auszumachen. Beim PK 8 (CPT) sind 
am 7. Versuchstag vor allem spindelförmige Zellen zu erkennen (vgl. Abb. 115), 
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die BSP-Rate ist gering, inaktive Osteoblasten liegen vor. Ein Ansteigen der 
BSP-Expressionsrate ist am 10. Tag zu verzeichnen, was bedeutet, dass 
wieder vermehrt aktive Osteoblasten vorhanden sind oder die vorhandenen 
Osteoblasten aktiver werden. Es liegen hauptsächlich polygonale Zellen mit 
einem runden Zellkern vor (vgl. Abb. 116). Beim Cercon® wird dies ebenfalls 
deutlich (vgl. Abb. 91 bis Abb. 94). Eine geringe BSP-Expression am 3. Tag, mit 
spindelförmigen Zellen in der Draufsicht, genau wie am 7. Tag und eine erhöhte 
BSP-Rate am 5. und am 10. Tag mit polygonalen Osteoblasten.  
Die bei maschinenbearbeitetem Titan erkennbare Oberflächenstruktur des 
Leerprobekörpers (vgl. Abb. 26), ermöglicht es den Zellen, sich zur besseren 
Verankerung mit ihren Dendriten in die Strukturrillen einzulagern, damit eine 
bessere Haftung an der Oberfläche gewährleistet ist. Die Knochenzellen 
können die Rillen als Wachstumsgerüst ausnutzen.  
Bei den beschichteten Oberflächenstrukturen (PK 1-5), mit einer porösen 
Oberflächenstruktur (vgl. LSM-Aufnahmen der Leerprobekörper), können 
ähnliche Übereinstimmungen zwischen dem Volumen der BSP-positiven 
Strukturen und der Zellmorphologie gefunden werden. Die spindelförmigen 
Somata gehören wahrscheinlich zu den wachsenden Osteoblasten, die kurz vor 
der Differenzierung stehen. Ein kleiner runder Kern und ein polygonales Soma 
sprechen für differenzierte Zellen. Diese Aussagen können nur in den Drauf-
sichtbildern eruiert werden. Eine Zunahme der vertikalen Ausdehnung ist mit 
fortschreitenden Versuchstagen auszumachen. Die Zellen haben wegen der 
rauen Struktur der Oberfläche die Möglichkeit, sich bis in die Poren auszu-
dehnen, um somit einen Knochen-Implantat-Kontakt zu gewinnen.  
Dass der Grund der Abweichung in der Oberflächenstruktur der Probekörper zu 
suchen ist und deshalb auch unterschiedliche Ergebnisse vorliegen, ist dadurch 
möglich, dass alle anderen einwirkenden Faktoren, die dies beeinflussen 
könnten, gleich bleiben. Bei allen Probekörpern wird das Wachstum der 
Knochenzellen an den gleichen Versuchstagen unterbrochen und eine 
Versuchsdauer von 10 Tagen angesetzt. Eine längere Versuchsdauer wäre 
nach Rupietta (2007) nicht sinnvoll, weil es nach dem 10. Tag zur Ausbildung 
von mehreren Zellschichten auf dem Probekörper kommt und somit einzelne 
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Zellen nicht mehr voneinander differenziert und untersucht werden können. 
Außerdem ist die Methode, wie die humanen Knochenzellen auf den 
Probekörpern kultiviert und mit Hilfe des LSM ausgewertet werden, bei allen 
vorliegenden Untersuchungsobjekten identisch. Unter Berücksichtigung der 
identischen Versuchsbedingungen für alle Probekörper, muss davon 
ausgegangen werden, dass in Hinblick auf den Probekörpern, einzig die 
Oberflächenstruktur für die beobachtbaren Unterschiede der Versuchs-
ergebnisse ursächlich ist. 
 
Zusammenfassend lässt sich die Empfehlung geben, die Laser-Scan-
ning-Mikroskopie für die Untersuchung ausgewählter experimenteller 
Implantatoberflächen zu nutzen, weil es durchaus den Vorzug bringt, die 
Knochenzellen in der 3D-Ausdehnung darzustellen und Abweichungen in 
einzelnen Schnitten zu erkennen. Die BSP-exprimierenden Volumina und somit 
auch die Aktivität der Osteoblasten können mikroskopisch genauer 
aufgenommen und ausgewertet werden. Es ist auch eine exaktere histologische 
Darstellung der Knochenstruktur möglich. Für die Begutachtung der Absorption 
von Proteinen an der Oberfläche und eventueller Diffusion in Poren oder 
kapilläre Strukturen ist die Arbeit am LSM wesentlich effektiver als die Nutzung 
biochemischer Verfahren. Die 2D-Mikroskopie kann aber durchaus für das 
Screening von Zellen und Oberflächenstrukturen genutzt werden, um zu einer 
schnellen Ergebnisübersicht zu gelangen. Damit alle Informationen auch sicher 
dargestellt werden können, ist es wichtig, dass sich das brauchbare Signal von 
dem Hintergrundrauschen abhebt. Es ist bekannt, dass dies bei einem hohen 
Signal-Rausch-Abstand vorliegt. Bei der mikroskopischen Untersuchung der 
Probekörper mit dem LSM ist es einfacher die BSP-Expressionsinformation 
herauszufiltern. Die Ergebnisse sind somit zuverlässiger als bei dem 
2D-mikroskopischen Verfahren, bei dem ein kleineres Signal-Rausch-Verhältnis 
existiert. Das bedeutet, dass sich das Verhältnis des Hintergrundrauschens zu 
den nutzbaren Informationen verringert. 
Bezüglich der untersuchten Probekörper bietet sich PK 2 für eine 
weiterführende Untersuchung an. 
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Einsatz der konfokalen 
Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM) für die Beurteilung des Wachstums der 
Osteoblasten auf experimentellen Implantatoberflächen zu prüfen. Die LSM 
gestattet die Untersuchung von nichtmetallischen Strukturen in verschiedenen 
Ebenen, so dass eine 3D-Rekonstruktion und Vermessung möglich wird. Dazu 
wurden acht Probekörper mit humanen Unterkieferknochenzellen inkubiert und 
über einen Versuchszeitraum von 10 Tagen analysiert. Die acht Probekörper 
bestehen aus anodischen Konversionsoberflächen, die aus den Elektrolyten 
Zirkoniumsulfat, Phosphorsäure und Kaliumfluorid sowie den Kombinationen 
hergestellt waren. Als Positivstandard dienten TICER® und Cercon® (für die 
Zusammenfassung   89 
 
Präparate mit Zirkonium), als Negativstandard maschiniertes CPT (Reintitan). 
Nach der Inkubation der Probekörper mit humanen Osteoblasten wurden diese 
am 3., 5., 7. und 10. Versuchstag fluoreszenzmikroskopisch auf das Vorhan-
densein von Strukturen, die Bone-Sialoprotein als wichtigsten Bestandteil der 
non-kollagenen Proteine von Knochenzellen exprimieren, untersucht. Dazu 
wurden 3D-Bildstapel von jedem Probekörper und jedem Versuchstag ange-
fertigt und daraus die Volumina der BSP-positiven Strukturen ermittelt. Diese 
Werte konnten mit dem zweidimensionalen mikroskopischen Verfahren, bei 
dem nur ein Bild aufgenommen wird, verglichen werden, um Rückschlüsse auf 
mögliche Differenzen in der Untersuchungs- und Darstellungsmethode zu 
erhalten. 
 
Im Rahmen der Arbeit sollten folgende Fragestellungen beantwortet werden: 
 
1. Zeigen die mit dem dreidimensionalen Laser-Scanning-Mikroskop 
detektierten BSP-Mengen Unterschiede zu den mittels zweidimensionaler 
Fluoreszenzmikroskopie gemessenen Werten? 
 
Bei den acht unterschiedlichen Oberflächenstrukturen lassen sich bei dem 
Vergleich der grafischen Darstellung keine Unterschiede feststellen.  
 
2. Was lässt sich aus den eventuell vorhandenen unterschiedlichen 
Ergebnissen bei diesen verschiedenen Verfahren schlussfolgern? 
 
Es werden keine deutlichen Unterschiede bei den beiden unterschiedlichen 
mikroskopischen Verfahren in den Ergebnissen ersichtlich. Mit der 
3D-Untersuchungsmethode kann jedoch von einer genaueren 
Größenangabe, als bei dem 2D-Verfahren, ausgegangen werden, weil von 
jedem einzelnen Schnitt die BSP-Expression gemessen wurde. Bei dem 
2D-mikroskopischen Verfahren wird nur die obere Schicht mit den sich aus 
den darunterliegenden Schnitten an die Oberfläche projizierten 
Expressionen gemessen. 
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3. Kann festgestellt werden, in welchem Bereich der einzelnen zu 
untersuchenden Zellen sich die BSP-Mineralisationsfront befindet? Ist die 
BSP-Expression dabei vor allem intrazellulär oder extrazellulär an der 
Implantataberfläche eingelagert?  
 
Eine Mineralisationsfront lässt sich bis zum 10. Versuchstag bei den 
vorliegenden Probekörpern nicht finden. Die BSP-Expression findet mit 
Sicherheit intrazellulär statt. Dies kann man an den kernnahen 
BSP-positiven Strukturen erkennen. Das BSP wird dann in Richtung 
Implantatoberfläche ausgeschleust. Ob die Verzuckerung intra- oder 
extrazellulär vollendet wird, lässt sich hier nicht beantworten. 
 
4. Sind Unterschiede in der vertikalen Ausdehnung der BSP-Front auf den 
unterschiedlichen Probekörpern an den verschiedenen Versuchstagen 
auszumachen? 
 
Bei der vertikalen Dimension sind Unterschiede bei den unterschiedlichen 
Versuchstagen und verschiedenen Oberflächenstrukturen auszumachen. 
Die geringste Projektionshöhe wird bei dem Probekörper 6 (Cercon®) an 
allen Untersuchungstagen festgestellt. Die elektrolytisch beschichteten 
Probekörper (Probekörper 1-5 und 7) sind in der z-Ausdehnung nicht 
deutlich zu unterscheiden. 
 
5. Stellen sich Unterschiede oder Gemeinsamkeiten zwischen den 
Implantatoberflächen in Bezug auf die BSP-positiven Strukturen dar? 
 
Es zeigt sich, dass es keine Korrelation von Oberflächenrauigkeit und der 
Anheftung von BSP-exprimierenden Osteoblasten gibt. Die markierten 
Osteoblasten sind in der Anzahl und der Form sehr variabel, scheinen aber 
mit der BSP-Expression konform zu gehen. Das gesteigerte Vorliegen von 
spindelförmigen Zellen, spricht für inaktive Osteozyten, die kein BSP 
sezernieren. Die beiden Probekörper, Probekörper 1 (ZSE) und Probe-
körper 2 (ZSG), mit den höchsten BSP-Werten, zeigen jedoch eine hohe 
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Durchlässigkeit für Proteine in tiefere Implantatschichten. Da sich sowohl 
diese Implantatoberflächen als auch poröse strukturierte Oberflächen in der 
klinischen Praxis als erfolgreich erweisen, spricht das für zwei Osseo-
integrationswege. 
 
6. Welche Aussage über die BSP-Expression lässt sich an den verschiedenen 
Versuchstagen darstellen? Es ist zu prüfen, ob Gemeinsamkeiten bzw. 
Unterschiede festgestellt werden können. 
 
Es sind erhebliche Unterschiede zwischen den einzelnen Untersuchungs-
tagen festzustellen, deren Ursachen vielfältiger Natur sein können, da nur 
die BPS-positiven Strukturen gemessen werden. Aussagen über die Anzahl 
der Zellen, z. B. der proliferierenden Zellen, die kein BSP exprimieren, 
können nicht gemacht werden.  
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass für Aussagen zur Anzahl an 
Osteoblasten, für die Grauwertanalyse der BSP-Expression und zur Beurteilung 
der Proliferationsrate und Zellmorphologie die 2D-Fluoreszenz-Mikroskopie 
mindestens ausreichend ist, wenn nicht der LSM sogar überlegen. Die hier 
vorliegenden Messwerte der 3D-Mikroskopie sind tendenziell nicht verschieden 
von denen der 2D-Projektionen. Für Aussagen zum Diffusions- und Adhäsions-
verhalten von Proteinen und Zellen an Implantatoberflächen ist jedoch die 
90°-Projektion eines Bildstapels des LSM erforderlich. Der Ansatz, die vertikale 
Dimension der aufgelagerten Proteine und Osteoblasten auf den Probekörpern 
näher zu untersuchen und die „Höhe“ der BSP-Expression über der Oberfläche 
zu betrachten, ist bei weiteren Untersuchungen von hohem Interesse, da hier 
offenbar erhebliche Unterschiede gefunden werden können. 
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